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PREFACIO 


FAO persigue la estrategia de producir más a menor costo conjuntamente con la 
preservación de los recursos naturales, en el marco de una agricultura sostenible, de 
manera de superar el hambre en el mundo. 

El sistema integrado de nutrición vegetal es una de las herramientas más 
apropiadas para el establecimiento de tal estrategia en la cual la fijación simbiótica del 
nitrógeno atmosférico es un elemento básico. Sin embargo, sabemos que este mecanismo 
biológico es a menudo afectado por factores limitantes, tanto físicos como químicos o 
biológicos, los cuales necesitan ser primero identificados y luego reducidos o eliminados. 

El propósito de este manual técnico, editado por primera vez en 1983, es permitir 
a los trabajadores del campo, investigadores, técnicos en desarrollo, agrónomos y 
agricultores obtener información para un mejor entendimiento del fenómeno observado 
y actuar sobre la simbiosis. 

Esta segunda edición 1993 ha sido preparada por Marc Neyra, quien ha 
modificado la presentación tomando en cuenta la necesidad de asociar la investigación 
en curso y sus aplicaciones de campo. 

El manual consiste de cuatro capítulos principales; 

El primer capítulo ("GENE") contiene los aspectos generales que debemos 
conocer cuando se encara un tema multidisciplinario como el de la Fijación Biológica 
de Nitrógeno. 

El segundo capítulo ("RHIZ") describe varias técnicas, usadas principalmente en 
laboratorios, para caracterizar los microorganismos simbióticos, así como para su 
crecimiento y recuento. 

El tercer capítulo ("INCX^") presenta uno de los principales procedimientos para 
mejorar la fijación simbiótica de nitrógeno: el suministro de rizobios fijadores. Se 
establecen las limitaciones y se exponen los elementos básicos para la producción de 
inoculantes de buena calidad. 

El último capítulo ("EXPE") propone métodos para el estudio de la fijación de 
nitrógeno en el campo, discute los posibles enfoques del tema y refiere, cuando es 
necesario, a los métodos descritos en las páginas anteriores. 

El avance se obtiene conjugando las necesidades con el conocimiento. Por esta 
razón, se agradecen los comentarios o sugerencias que puedan mejorar este manual. 
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MANUAL TECNICO SOBRE FIJACION 
SIMBIOTICA DE NITROGENO 
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I. GENE - Información General sobre Fijación Simbiótica de Nitrógeno 

GENE 1 Información General sobre la Fgación de Nitrógeno: 

A • Definición y ubicación en el ciclo del nitrógeno. 

B - Organismos fijadores de nitrógeno. 

C • Importancia y ubicación de diferentes sistemas fijadores de nitrógeno 
atmosférico. 

D - Generalidades sobre la fijación simbiótica de nitrógeno en plantas actinorrízas. 

GENE 2 La simbiosis RAtzoóium-leguminosa: 

A - Información general sobre la simbiosis fijadora de nitrógeno Rhizobium- 
Leguminosa. 

B - La familia leguminosae. 

C - Historia y orígenes geográficos de las leguminosas. 

D - Clasificación de los rizobios. 

E - Aspectos genéticos de la simbiosis Rhizobium-\egum\nosa. 

GENE 3 La fgación de N simbiótico en sistemas de cultivo: 

A - Características biológicas y agrícolas de las leguminosas. 

B - Usos de las leguminosas y su importancia económica. 

C - Algunos aspectos del rol y de la ubicación de las plantas productoras de aceite y 
proteínas en las rotaciones de cultivos en climas templados. 


II. RHIZ - Aislamiento, identificación v recuento de rizobios 

RHIZ 1 Aislamiento y preservación de rizobios: 

A - Procedimiento para muestreo y preservación de nódulos obtenidos de raíces de 
leguminosas. 

B - Preparación de un medio de cultivo para rizobios. 

C - Aislamiento de cepas de Rhiwbium. 

D - Cultivo de cepas de Rhizobium. 

RHIZ 2 Identificación de rizobios: 

A - Los diferentes métodos para la identificación de los rizobios. 

B - Identificación de rizobios usando dos técnicas serológicas. 

C - Caracterización de cepas por un método rápido de aislamiento de plásmidos. 

RHIZ 3 Recuento de rizobios: 

A - Cuantificación de rizobios: Comparación de métodos. 

B - Recuento de rizobios usando una técnica de dilución/estriado en placas de Petrí. 
C - Recuento de rizobios en el suelo con una técnica de infección en plantas. 

D - Recuento de rizobios existentes en el suelo por inmunofluorescencia sobre 
membranas de filtración. 
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III. INQC • Producción de un inoculante e inocMiacién de leguminosas 

INOC 1 Introducción: 

A • Información general sobre inoculación. 

B - Información general sobre inoculantes. 

INOC 2 Producción de un inoculante: 

A - Selección y preparación de un soporte pata inoculantes. 

B - Preparación de un cultivo liquido para inoculación en un fermentador. 

C • Descripción y utilización de un aparato para crecimiento de Rhizobium en medio 
líquido. 

INOC 3 Control de calidad de un inoculante. 

INOC 4 Técnicas de inoculación. 


IV. EX PE - Experimentos 

EXPE 1 Cultivo de leguminosas en laboratorio: 

A - Método de cultivo de plantas en tubos estériles. 

B - Cultivo de leguminosas en sustrato inerte. 

EXPE 2 Experimentos de campo: 

A - Experimentos de campo; Elección de diseños; características comunes. 

B - Experimentos de campo: Diseños, observación e interpretación. 

EXPE 3 Evaluación de la compelilividad de cepas de Rhizobium para la formación 
de nódulos. 

EXPE 4 Estimación de la actividad de fijación de nitrógeno: 

A - Comparación de métodos. 

B - Análisis de nitrógeno total. 

C - Evaluación de la actividad nitrogenasa de nódulos de leguminosas usando el 
método de reducción de acetileno. 

D - Utilización del isótopo IS del nitrógeno. 

EXPE 5 Un método empírico simple para evaluación en el campo de factores 
limitantes de ia ryación de nitrógeno. 

EXPE 6 Estudios complementarios: 

A - Medición del coeficiente de utilización de fertilizantes nitrogenados; uso del 
isótopo nitrógeno 15 en el campo. 

B • Métodos para medir la actividad nitrato reductasa. 

EXPE 7 Resumen estadístico del análisis de varianza. 

V. INPX - Indice 

INDX 1 ¿Dónde y cómo obtener inoculantes? 

INDX 2 Direcciones de colecciones de cepas de Rhizobium. 

INDX 3 Bibliografía. 

INDX 4 Direcciones de autores. 
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LA FIJACION BIOLOGICA 
DEL NITROGENO ATMOSFERICO: 
DEFINICION Y UBICACION EN 
EL CICLO DEL NITROGENO 


1. DERNICION 

La fijación biológica del nitrógeno atmosférico (FBN) es el proceso por el cual algunos 
microorganismos usan el nitrógeno contenido en el aire, reduciéndolo a amoníaco a 
través de una enzima llamada nitrogenasa para la producción de proteínas. Los 
microorganismos rijadores de nitrógeno son bacterias y cianobacterias, de vida libre en 
el suelo, eventualmente asociados a una planta, o viviendo en simbiosis con una planta 
(ver I GENE IB). La energía requerida proviene del sol (a través de la fotosíntesis, por 
ende renovable y distribuida sobre toda la superficie de la tierra) a través de; 

los carbohidratos del suelo cuando los microorganismos son de vida libre; 
los exudados radiculares para aquellos asociados en la rizósfera de una planta; 
directamente de los productos de la fotosíntesis de la planta huésped cuando existe 
una simbiosis. 


II. UBICACION DE LA FIJACION BIOLOGICA EN EL CICLO DEL 
NITROGENO 

1. Ganancias de nitrógeno en eco y agrosistemas 

El nitrógeno, junto con el agua, es uno de los factores limitantes más comunes de la 
producción vegetal. Aunque la reserva de nitrógeno molecular (Nj) es enorme 
(atmósfera, rocas sedimentarias y primarias , etc.), las únicas formas asimilables por la 
planta son las minerales, NH^* y principalmente NO/. La FBN (1) es una ventaja para 
las plantas que pueden hacer uso de ella y permite ganancias muy importantes de 
nitrógeno en los ecosistemas. Existen otras posibilidades de suministro de nitrógeno, pero 
la FBN realiza la contribución más importante (ver 1 GENE IC), particularmente a través 
de la simbiosis Rhizobium-\eg\xminosa explicada en este manual: 

uso de fertilizantes nitrogenados, minerales u orgánicos (2); 
suministro de nitrógeno a través de lluvia y sedimentos (3). 


INFORMACION ADICIONAL 

. NIELSEN D.R. et Mac DONALO J.G. eds (1978) Nirrogen in the 
Environmeni (2 wlumes). Acaclcmic Press, New York. 

. CLARK F.E. el ROSSWALL T. eds (1981) Terreslrial Nitrogen Cycles. 
Ecol.Bull. 33. 714 p. 
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2. E2 nitrógeno sufre algunas transformaciones dentro de los ecosistemas: 

mineralización de nitrógeno orgánico (fertilizantes, desechos vegetales, rastrojos 
de cosechas, carcasas y heces de animales, etc.) a amonio (= amoniflcación), 
realizada por microflora variada no específica (4); 

oxidación de amonio a nitrito y luego nitrato (= nitríficación) a través de una 

microflora muy específica (Nitrosomonas, Nitrobacter) (5); 

absorción por raíces de plantas de nitrato y amonio ( 6 ); 

imnovilización por la microflora del suelo incorporando nitrógeno mineral en sus 

proteínas (7); 

adsorción o aün fOación de NH 4 * por arcillas y materia orgánica ( 8 ). 

3. Pérdidas de nitrógeno 
extracción por cultivos (9); 

lixiviación de nitratos que pueden alcanzar las napas freáticas y los ríos (puede 
inducir eutroficación) ( 10 ); 

volatilización (en varias condiciones ambientales, principalmente con pH alto) 

( 11 ); 

denitrificación química (en suelos ácidos) y principalmente denitrificación 
biológica; una microflora muy diversificada reduce nitrato y nitrito a productos 
gaseosos (N]0, N]) cuando hay deficiencia de oxígeno (12). 



El ciclo del nitrógeno 
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FAO 


I GENE IB 

PAGINA 1/2 

AUTOR ; 

J.J. DREVON 


ORGANISMOS FIJADORES SIMBIOTICOS 
(de STEWART, 1977) 


Microsimbionte 

Macrosimbionte 

Capacidad fijadora 
de nitrógeno 

Rhizobium 

Angiospermas: 

Prom. 200 Kg N/ha/año 

Bradyrhizobium 

Leguminosas (2(XX)0 especies); 
- 90% de Papilionoideae 



y 90% de Mimosoideae 

500 Kg N/ha/año para 


- 30% de Cesalpinoideae 

algunas asociaciones 

Rhizobium 

Angiospermas 


(caupO 

Parasponia (tropical) 
(Zygophyllaceae) 


Actinomycetos 

Angiospermas 

40 a 200 Kg N/ha/año 

Frankia 

Casuarina (tropical) 
Coriaria 

(C. equisetifolia: 5 - 105) 


Alnus, Purshia 
Myricaceae (120 especies 
templadas...) 

(A. rubra-. 200 - 300) 

Cianobacteria 

Anabaena 

Angiospermas 


Nosroc 

Gimnospermas: 

Cycas, Bowenia (tropical 
- subtropical) 

Liqúenes 

Musgos 

2 a 5 Kg N/ha/año 


Heléchos: Azolla 

100 - 200 Kg N/ha/año 


Bacterias fijadoras de nitrógeno están presentes en el tracto intestinal de varios mamíferos 
(pero las cantidades de nitrógeno fijado parecen ser bajas), así como en el abdómen de 
termitas. 


INFORMACION ADICIONAL 

• STEWART W.D.P. (1977) Presen! day nitrogen fixing plañís. En: Revue 
Amblo, 6 : 167-173. Pergamon Press ed. Joiirnals División, Maxwell 
House, Sairview Park, Elm.sford, N. Y. 
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FIJADORES LIBRES DE NITROGENO 
(de STEWART, 1977) 

Características Género Capacidad rúadora 

Fisiológicas de nitrógeno 


Bacterias heterotróFicas 


Aeróbicas; 

Azoiobuaer, Beijerinckia. . . 
PseuJomonas, Azospirilliim.. . 
Meihylococais , Mcihylobacrer 

fijan en presencia de Oj pero 
con muy baja eficiencia: 0,5 
a 1 Kg N/ha/año 

Aerobios 

facultativos; 

Badil US, Escherichia 
Klebsiella , Emerobaaer. . . 
ClosiriJia 

fijan sólo en ausencia de 0^; 
1 Kg N/ha/año 

Bacterias 

autotróricas 

fotosintéticas: 

RhoclopseiiJonumas , 
Chromatium, RhoJospiriUum 

fijan sólo en ambientes 

pobres 

en 0, 

Quimioautotróficas: 

ThiobadUus 


Cianobacterins 
(antes algas azulverdosas) 


Filamentosas 
con heterocistos; 

Anabaenu, Nosioc... 

10 a 50 Kg N/ha/año 

Filamentosas 

heterocistos: 

Pleaonema , Trichodesmiun 

fijan sólo en ambientes 
pobres en O, 

Unicelulares 

Gloeotapsa 

fijan en presencia de Oj 

Fijación asociativa 



Rizósfera de 
Paspaliini notatiirn 

Azoiobacrer paspali 

5 a 10 Kg N/ha/año 

Digitaria 

decumhens 

Azospirilliim lipoferum 
Azospirilltim brasUense 

hasta 30 Kg N/ha/año 

Arroz 

Azotobucter, Beijerinckia 
Pseudomonas, A nhrobaaer 

20 a 50 Kg N/ha/año 

Filósfera de plantas 

parece ser muy baja 


Copyrighted material 



CVITORTANCIA Y POSICION DE 
VARIOS SISTEMAS FUADORES 
DE NITROGENO ATMOSFERICO 


I. A NIVEL MUNDIAL 

La njación biológica de nitrógeno atmosférico puede ser estimada en 175 millones de 
toneladas métricas por año, o aproximadamente el 70% de todo el nitrógeno fijado en la 
tierra cada año; 

Fijación de nitrógeno millones de toneladas métricas por año 


Fijación industrial (Haber-Bosch) 40 

Fijación atmosférica (rayos, etc.) 10 

Combustión (industria, automóviles) 20 

Ozonización 15 

Fijación biológica de Nj 175 


En relación con la cantidad total de nitrógeno fijado en los ecosistemas terrestres, la 
mayor contribución proviene de los siguientes sistemas simbióticos: 

1 - Asociaciones Kfu'zoñiu/n-leguminosa que se encuentran; 

en sistemas cultivados. Las leguminosas están en mayor o menor grado presentes 
en sistemas de rotación y praderas permanentes (donde el 90% del nitrógeno fijado 
proviene de los nódulos de leguminosas). 

en numerosas áreas de pasturas naturales donde miembros de la familia 
Leguminoseae están presentes. 

Se puede estimar que el 50% de todo el nitrógeno fijado en la tierra proviene de 
asociaciones /tñizoñium-leguminosa. 

2 - Asociaciones Azolla-Anabaena en sistemas inundados, particulamente en cultivos 

de arroz. 

3 - Asociaciones Actomycetes-pUnUis superiores en ciertos sistemas forestales. 

particularmente en regiones templadas. 


FAO 
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AUTOR : 

J.J. DREVON 


ISFORMACION ADICIONAL 

• STEWART W.D.P. (1977) Presera day nitrogen-flxmg plañís. £q : Revue 
Amblo, 6 : 167-173. Pergamon Press ed. Joumals División, Maxwell 
House, Sairview Park, Elmsford, N. Y. 

• BO GÓHL (1982) Les aliments du bétail sous les trapiques. PAO, Rome. 

• HAMDI LE. (1982) Application of nitrogen-fixing sysiems in soil 
improvemeni arul managemenl. PAO Soils Bulletin 49. PAO, Rome. 188 p. 
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Dentro de los organismos fijadores libres, sólo las cyanobacterias heterocfsticas y 
Gleocapsa Juegan un rol importante, particularmente cuando el suelo está inundado. 

Los fijadores simbióticos de nitrógeno existentes en nódulos son más eficientes que las 
bacterias fijadoras libres y sistemas asociados por las siguientes razones: 

1 - Los nódulos tienen una estructura interna para el sumini.stro de fotosintatos; 

2 - La estructura nodular protege al Rhizobium de la competencia de otros 

microorganismos; 

3 - La leghemoglobina (proteína transportadora de oxígeno) forma una barrera a la 

libre difusión de y, por lo tanto, protege la nitrogenasa del oxígeno; 

4 - Poseen un sistema eficiente para el transporte de los productos de la fijación a las 

distintas partes aéreas de la planta huésped. 

Los sistemas libres o asociados sólo fijan Nj cuando las condiciones ambientales externas 
lo permiten. 


II. EN ECOSISTEMAS MAYORES 

1. Ecosistemas de regiones templadas 

En áreas cultivadas, las asociaciones R/iizobíum-leguminosa son las más importantes 
fuentes de nitrógeno fijado. El componente leguminosa de la combinación comprende 
leguminosas de grano como haba, frijol, soja y lupino, o leguminosas forrajeras como 
alfalfa, trébol o esparceta. Los niveles promedio de fíjación de nitrógeno en estos 
sistemas agrícolas son del orden de 100 Kg N/ha/año. Sin embargo, se pueden obtener 
niveles de 200 Kg N/ha/año mediante una adecuada selección de cepas de Rhizobium, 
variedades apropiadas de la planta huésped y adecuadas condiciones de crecimiento. 
Otras fuentes de fijación, libres y asociadas, son comparativamente menos importantes 
en sistemas de cultivos. 

En áreas no cultivadas, las leguminosas salvajes, fijaciones asociativas, cianobacterias 
(antes algas azulverdosas) y bacterias libres participan conjuntamente en la fijación de 
nitrógeno atmosférico, aunque raramente llegan a 30 Kg N/ha/año. 

En áreas forestales, las plantas no leguminosas noduladas como aliso pueden jugar un rol 
importante con su alta capacidad de fijación de nitrógeno (con un promedio de 200 - 300 
Kg N/ha/año). Esto es particulamente cierto para Ainus rubra que, además de su rol 
como buena especie para preceder coniferas, también representa el 60% de la producción 
de madera comercial de los bosques del noroeste americano. Coriaria arbórea juega un 
rol similar en los bosques de pinos de Nueva Zelandia. 

2. Ecosistemas de regiones tropicales y subtropicales 

En tierras cultivadas de secano, la fijación simbiótica por la asociación 
R/n'zofi/um-leguminosa es aún la más importante fuente de nitrógeno ñjado. Estas 
leguminosas son esencialmente leguminosas de grano, como caupí, maní, frijol, 
garbanzo, arveja, lenteja, guandul y otras. En muchas situaciones, la alta capacidad de 
fíjación de nitrógeno de estas asociaciones estará limitada por condiciones ambientales 
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desfavorables (sequía, baja fertilidad del suelo). Las leguminosas forrajeras se plantan 
en escala muy limitada. 

Las cianobacterias fijadoras de N; realizan una significativa contribución en sistemas de 
arroz bajo riego. Aquí también, cuando se usan sistemas simbióticos, parecen proveer 
los mejores resultados. Este es el caso de la leguminosa Sesbania, un árbol que se planta 
en campos de arroz como abono verde, capaz de fijar hasta 500 Kg N/ha/año por medio 
de nódulos aéreos. Sin embargo, la simbiosis fijadora de nitrógeno más comúnmente 
usada en cultivos de arroz es la asociación Azolla-Anabaena. 

Azolla es un pequeño helécho acuático que se reproduce por propagación vegetativa y 
crece entre los tallos del arroz inundado. Anabaena es un alga filamentosa fijadora de 
nitrógeno que vive en cavidades dentro de la planta. Esta asociación fija N en el orden 
de 100 - 200 Kg N/ha/año. 

En estos ecosistemas tropicales y subtropicales, algunos sistemas encontrados tienen una 
alta capacidad potencial de ftiar N; 

Aunque no muy extendidos, cultivos forrajeros tales como Stylosanthes, 
Desmodium, MacmptiUum y Pueruriu son capaces de fijar hasta 300 Kg 
N/ha/año. 



Stylosmtbes 

guianensis 
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La asociación Paspalum notatum - Azotobacter paspali debería ser tambi6i 
mencionada. En Brasil, esta asociación puede fijar varios Kg N/ha/año. Su 
performance está relacionada a la alta eficiencia de la actividad folosintética y a 
las considerables cantidades de exudados radiculares de las gramíneas tropicales 
(metabolismo C«). 

Finalmente, podemos volver de nuevo a los campos de arroz para ilustrar este 
potencial. Debe mencionarse que hay un alto nivel de fijación asociativa por 
microorganismos de vida libre, indudablemente a causa de las condiciones 
microaerofílicas creadas por la inundación. 

En áreas donde las leguminosas están más diversificadas, muchas parecen ser 
potencialmente útiles: Leucaena, por ejemplo, que puede ser utilizada como un arbusto 
forrajero o como un árbol leñoso de cobertura dependiendo de la variedad, fija más de 
S(X) Kg N/ha/año; Acacia albida, que crece en la región del Sahel, fija nitrógeno 
atmosférico durante la estación seca; el nitrógeno mineralizado de las hojas que caen 
durante esta estación es subsecuentemente utilizado por los cultivos cerealeros durante 
la estación de lluvias. 



Paspalum notatum 


Leucaena leucocephala 


3. Ecosistenus de regiones polares y subpolares 

Bajo estas condiciones donde pocas plantas superiores crecen, las cianobacterías libres 
o asociadas con liqúenes son las principales fuentes de nitrógeno fijado. En la tundra, el 
nitrógeno fijado por el alga Nosioc alcanza niveles de 1(X) mg N/mVaño. Tiene 
destacadas características fisiológicas que permiten a su nitrogenasa mantenerse activa 
a temperaturas de alrededor de 0°C. y tiene una muy rápida capacidad de reactivación. 

En áreas donde la vida vegetal puede tener mayor desarrollo, las cianobacterías todavía 
realizan una mayor contribución que las leguminosas noduladas. Por otra parte, árboles 
no leguminosos nodulados. como ciertas especies de aliso, constituyen agentes fijadores 
potenciales mejor adaptados a estas difíciles condiciones. 
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4. Ecosistemas acuáticos 

Es bien conocido que la fíjación biológica de N, ocurre en agua fresca. Las 
cianobacterías constituyen la principal fuente de nitrógeno fijado. Fijación asociativa de 
bacterias con plantas acuáticas superiores como Phranniiies y Phalaris ocurre en ciertos 
lagos. 

La fijación biológica de nitrógeno en mares y océanos no es tan bien conocida. Una 
cianobacteria, Trichodesmium, y otra alga, Rkhelia inrracellularis, en asociación con una 
diatomea tropical, Rhizolenia, han sido identificadas y caracterizadas como teniendo alto 
nivel de fijación. Sin embargo, su importancia en términos de medio ambiente marino 
es aún desconocida. En zonas de marea, pueden haber grandes cantidades de fijación de 
por bacterias libres o por aquellas asociadas a variadas angiospermas marinas. 
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El rol benéfico de las plantas actinorrizas (también llamadas no leguminosas fijadoras de 
nitrógeno simbiótico) se conoce desde hace mucho tiempo. 

En varias regiones del mundo, el desarrollo masivo de especies actinorrízas en áreas 
devastadas por catástrofes naturales (retroceso de glaciares, erupciones volcánicas, 
incendios forestales, etc.) permite una rápida reconstitución del suelo dando lugar a la 
aparición de bosques. 


I. LOS COMPONENTES DE LA SIMBIOSIS 
I. El macrosiinbionte 

Las 191 especies de actinorrizas actualmente conocidas pertenecen a 21 géneros de 8 
familias sin relaciones taxonómicas. 
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Figura 1 : Posición taxonómica de especies actinorrizas 


ISFORMACION ADICIONAL 

. MOIROUD A. el GIANINAZZI-PEARSON K (1984) Symhiolic relalionships 
in actinorhizue. £a : Plunr Gene Rexeareh I. Genes Invalved in Microbe 
Plañí Inierucihns. Sprinner Verlai;. Chapiire 7 ; 205-233. 
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Sin embargo, poseen cierto número de características en común: todas son dicotiledóneas 
perennes; y todas excepto una (Dutisca) son especies leñosas, algunas de las cuales son 
árboles grandes (Casuarina, Ainus). Se encuentran principalmente en las regiones 
templadas y frías del mundo o en montañas del trópico. Dos géneros (Casuarina y 
Myrica) son excepciones, ubicándose geográficamente en áreas tropicales y subtropicales. 
Son esencialmente especies pioneras, colonizando zonas desnudas con suelos muy pobres 
en nitrógeno. 

2. El microsimbionte 

El primer aislamiento y cultivo de una cepa pura del microsimbionte ocurrió muy 
recientemente (1978). Pertenece a un género de actinomicetos muy particular, el género 
Frankia; un procariota Gram +, ramificado, septado y filamentoso. En cultivo puro, 
Frankia generalmente forma esporangios y más raramente, vesículas. En ausencia de 
nitrógeno combinado, estas vesículas son capaces de reducir nitrógeno molecular a 
presión atmosférica. No ha sido posible aún definir especies dentro de este género. Sin 
embargo, dos tipos, A y B, han sido definidos: 

Tipo A: este grupo es altamente lieterogéneo tanto desde el punto de vista 

fisiológico como genético. Cepas de este tipo han sido aisladas 
principalmente de los géneros Hippophae, Eleagnus, Casuarina, 
CoUetia... 

Tipo B: este grupo de cepas es mucho más homogéneo (homología genómica entre 

cepas en el rango de 67 a 94%). Han sido aisladas de los géneros Alnus 
y Myrica. 

II. LA SIMBIOSIS 

1. Infección 

En las plantas actinorrizas, la infección se realiza por hifas, siguiendo dos mecanismos 
diferentes: 

por pelos radiculares: Alnas, Casuarina, Myrica 

Frankia coloniza pelos radiculares y causa deformaciones. Una hifa penetra a través de 
la pared celular del pelo radicular transformándose en un endofito intracelular. En 
respuesta a esta invasión, la planta encapsula la hifa a medida que ésta progresa hacia la 
corteza de la raíz. Simultáneamente, y siguiendo repetidas divisiones celulares de las 
células corticales, se produce un ensanchamiento de la raíz en el lugar de la infección: 
el prenódulo. Este será progresivamente invadido por el endofito. 

por penetración intercelular: 

Este proceso de infección, que no involucra pelos radiculares, sólo ha sido encontrado 
hasta ahora en la familia Eleagnaceue. Frankia coloniza la superficie de la raíz y penetra 
la cutícula de las células epidérmicas. Las hifas se mueven entonces hacia la laminilla 
media entre dos células contiguas y penetran los espacios intercelulares de la raíz. En 
este caso, no se forma prenódulo. Este tipo de infección estaría, al menos parcialmente, 
bajo control de la planta huésped. 
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2. Formación del nódulo 

Cualquiera sea el modo de infección, la formación de un primordio radicular es inducida 
desde el perícíclo de la raíz. El primordio se desarrolla entonces rápidamente a través 
de la corteza radicular, formando el nódulo sensu siricio. Durante este desarrollo, el 
primordio es invadido por el endofito ya presente en o entre algunas células corticales 
de la raíz madre. Lx)s nódulos actinorríticos tienen todas las características de una raíz 
adventicia cuyo desarrollo es rápidamente detenido. 

En el nódulo maduro, el endoñio está estrictamente limitado a la corteza (ver Figura 2) 


zona meristemática no infectada 
zona infectada 

haz vascular de la actinorriza 
haz vascular de la raíz madre 



Figura 2; Representación esquemática de un nódulo joven de aliso 

En la zona infectada, se forman las hifas y vesículas (en las vesículas es donde tiene 
lugar la fijación de nitrógeno) del endotlto. En algunos nódulos, se pueden encontrar 
esporangios llenos de esporas. En este caso, el nódulo es llamado Sp+ (espora positiva), 
en relación a nódulos Sp- (espora negativa) en los cuales sólo se detectan hifas y 
vesículas. Ambos tipos pueden ser genéticamente diferentes. 


III. FUACION DE NITROGENO 

La reducción de nitrógeno molecular ocurre en las vesículas, que parecen ser las únicas 
estructuras que contienen nitrogenasa (excepto en Cusmrina, donde los ápices de las 
hifas reemplazan a las vesículas). Los niveles de hemoglobina en los nódulos varían de 
acuerdo a las especies actinorrizas consideradas. 

La reducción de nitrógeno molecular, en la mayoría de los casos, no se acompaña de una 
liberación de hidrógeno. La asimilación de NH, formado por la reducción de Nj se haría 
por el sistema clásico glutamina sintetasa/glutamina sintasa, localizado en la célula- 
huésped. Así, el endofito no participaría en la asimilación del N fijado. La forma como 
el N fijado circula en la planta varia según las especies; citrulina (especies de AInus, 
Casuarina); glutamina + asparagina (algunas especies de Coriaria, Darisca)-, asparagina 
{Myrica. Ceanofhus, Elaef¡iiims)... 
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La fijación de nitrógeno, en la la mayoría de los casos, no es acompañada por 
liberaciones de hidrógeno. La asimilación del NHj resultante de la reducción del N, 
podría ocurrir a través de la vía metabólica clásica glutamina sintetasa/glutamato 
sintetasa, que se localiza en las células de la planta huésped. Por lo tanto, el endofito 
no tendría participación en la asimilación del nitrógeno fíjado. La forma bajo la cual se 
trasloca el nitrógeno fijado varía con las especies: citnilina {Alnus, Casuariná), 
glutamina + asparagina (Cariaría, Daiisca), asparagina (Myrica, Ceanoihus, 
Eleagnus)... 

Las cantidades de nitrógeno fíjado son difíciles de estimar. Son generalmente grandes, 
de 40 a 80 Kg N/ha/año. En algunos casos, pueden ser aún mayores, alcanzando 300 Kg 
N/ha/año para ciertas plantas de Alnus rubra o A. incana en sus picos de producción. Sin 
embargo, es principalmente a través de los residuos anuales que las especies actinorrízas 
enriquecen el suelo en nitrógeno. Las cantidades de residuos producidos generalmente 
exceden varias toneladas por hectárea (a veces 10 toneladas o más para Casuarina sp.), 
lo cual representa incorporaciones de nitrógeno de más de ISO Kg N/ha/año. 

La actividad de fijación de nitrógeno es altamente dependiente del número de nódulos 
formados, en otras palabras, de los niveles de la población de Frankia en el suelo y del 
tipo de microsimbionte. Se ha demostrado que la eficiencia de cepas puras de Frankia 
inoculadas sobre la misma planta huésped puede variar en un factor de 7 dependiendo del 
grado de compatibilidad endofíio- huésped. También se han observado nódulos totalmente 
inefectivos (por ejemplo, en el caso de A. gluiinosa inoculado con un endofíto Sp+ de 
A. incana). 

El nivel de la actividad de fijación de nitrógeno también depende de la planta, que 
suministra la energía necesaria para la reducción del N, y los esqueletos carbonados para 
la asimilación del NH, formado. Especies e individuos con alta actividad fotosintética 
tendrán también alta actividad de fijación de nitrógeno. 


IV. PERSPECTIVAS DE FUTURO 

AI vivir en simbiosis con un endofíto fijador de nitrógeno, las especies actinorrízas 
pueden crecer en ecosistemas limitados en nitrógeno. Ellas también están asociadas con 
hongos micorríticos, que proveen una mejor nutrición mineral y refuerzan el potencial 
de fijación de nitrógeno. 

Las especies actinorrízas pueden ser también usadas exitosamente para reforestar suelos 
desnudos, en la lucha contra la erosión y/o en el asentamiento de dunas. También pueden 
ser usadas como cultivos protectores para mejorar el crecimiento de otras especies 
forestales. Algunas especies pueden ser también usadas en la producción de madera de 
calidad o de carbón de leña. Dado que son de rápido crecimiento y rebrotan nuevamente 
de los tocones, también pueden ser usadas fiara producción de biomasa. 

Los trabajos en genética y biología molecular de ambos componentes de la simbiosis, 
actualmente en franco progreso, pueden conducir a asociaciones Frankia - planta huésped 
mejor adaptadas a cada utilización y, consecuentemente, a una mejor performance. 
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Los beneficios recíprocos de esta relación simbiótica se basan en ia asociación de 
bacterias del género Khizobium (o Bradyrhizobium) con la mayoría de las plantas de la 
familia Leguminoseae. Esta asociación resulta en la formación de un nuevo órgano, el 
nódulo, que se localiza en las raíces de la planta. En este nódulo tiene lugar la fijación 
de nitrógeno atmosférico. 


I. LOS COMPONENTES DE LA SIMBIOSIS 

I. La leguminosa 

La nodulación de leguminosas ocurre muy frecuentemente. Sin embargo, algunas especies 
no pueden ser infectadas por Rhizobiiim y no fijan nitrógeno. Las observaciones muestran 
que el 90% de las Papilionoideae y de las Mimosoideae tienen nódulos, pero sólo el 30% 
de las Cesalpinoideae los poseen. 

Esto muestra que la fijación de nitrógeno es un factor frecuente pero no obligatorio en 
la nutrición de las plantas de esta familia. 

De hecho, las leguminosas pueden comunmente recibir nitrógeno por dos diferentes vías; 

• Asimilación de nitrógeno del suelo: La absorción de nitratos (fertilizantes o materia 
orgánica nitrificada) ocurre a través de las raíces. Estos nitratos son reducidos por la 
nitrato reductasa, una enzima esencialmente localizada en las hojas, para producir 
amonio. Entonces el amonio participa en la formación de aminoácidos y proteínas. Todas 
las leguminosas tienen esta enzima. 

- Fijación de nitrógeno atmosférico: El nitrógeno atmosférico llega a los nódulos a 
través del suelo, donde es subsecuentemente reducido a amonio por la nitrogenasa de los 
bacteroides de Rhizobium. Este amonio se incorpora entonces a esqueletos carbonados 
para producir aminoácidos y proteínas como en el ejemplo anterior. Sólo las leguminosas 
con nódulos fijadores de nitrógeno (con color rojizo al corte transversal) tienen esta 
enzima. 


INFORMATION ADICIONAL 

• AYANABA A. et DART J.P. eJs (1977) Biological Niirogen Fixation in 
Farming Systems of the Tropics. J. Wiley and Sons. Chichester, 
England. 377 p. 

• BLONDEAU R. (1981) Fixation Biologique de l'Azote Atmosphérique. 
Vuibert ed. París. 102 p. 

• HENZELL E.F. et WALLIS I. (1977) Transfer of nitrogen berween 
legiimes and otlter crups. En : Biologicul Nitrogen Fixation in Farming 
Systems ofthe Tropics. J. Wiley and Sons, Chichester, England. 377 p. 
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Ambos mecanismos tienen lugar en la mayoría de las leguminosas cultivadas. 

De manera de economizar nitrógeno del suelo y del fertilizante, es importante tratar de 
incrementar la proporción de nitrógeno fijado y reducir la proporción de nitrógeno 
asimilado. 

Desafortunadamente, cuando la planta tiene dos fuentes de nitrógeno, NO]' y N], ésta 
elige preferencial mente NO/ y la fijación se reduce. El agregado de fertilizante 
nitrogenado reduce la fijación de nitrógeno. Algunas plantas, como frijol (Phaseolus 
vulgaris) y maní {Arachis hypogaea), incrementan sus rendimientos cuando se adiciona 
fertilizante nitrogenado. Otras plantas, como soja (Clycine max) y alfalfa (Medícago 
sathvi), tienen poco o nulo incremento de rendimiento al ser fertilizadas con nitrógeno. 

2. El Rhizobium 

Rhizobium es una bacteria no esporulante y, como resultado, su sobrevivencia en un 
inóculo es algo incierta. Sin embargo, se desarrolla bien en el suelo y está usualmente 
presente en tierras cultivadas. 

Los rizobios son específicos para ciertos géneros de leguminosas. Las pruebas de 
inoculación cruzada han hecho posible definir seis grandes grupos de rizobios para las 
leguminosas cultivadas en países de clima templado (ver hoja I GENE 2D). 

Los rizobios tropicales forman un grupo grande y mal definido, en el cual numerosos 
subgrupos serán probablemente descubiertos. Por ejemplo, Vígna (caupO produce nódulos 
que fijan nitrógeno muy fácilmente con cepas encontradas en suelos tropicales, mientras 
Cajanus cojan (guandul) o ciertos Srylosanthes o Desmodium son más específicos, y 
finalmente Phaseolus lunatus (poroto de Lima) y Lotononis son muy específicos y, por 
lo tanto, raramente entran en contacto con rizobios capaces de formar nódulos fijadores 
de nitrógeno. 


II. SIMBIOSIS 
1. Formación de nódulos 

Los rizobios están generalmente presentes en el suelo y se multiplican en la rizósfera de 
la planta cuando germinan las semillas. Muy tempranamente, estos rizobios penetran la 
raíz de la planta a través de un mecanismo que permanece no muy bien dilucidado; sea 
por invasión de pelos radiculares (alfalfa, trébol) o por heridas superficiales en la base 
de raíces laterales (manO. El examen microscópico muestra un hilo de infección que se 
ramifica entre las células corticales de la raíz, subsecuentemente estalla y libera bacterias 
en las células para formar el primordio del nódulo. Las células de la planta huésped se 
multiplican ocasionando también la multiplicación de los rizobios en cada una de las 
células hijas. Finalmente, el nódulo aparece como un órgano con 5 zonas (ver Figura 1): 

a: Un meristenio formado de pequeñas células no contaminadas por Rhizobium, que es 
la zona de crecimiento del nódulo. 

b: La zona del hilo de infección: las células en esta zona se multiplican activamente y 
están contaminadas con Rhizobium, pero no ocurre fijación. 
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c: La zona de fuación: donde las células de la planta huésped están llenas con Rhizobium 
que toman una fori^ ensanchada o pleomórñca y son llamados bacteroides. En esta 
forma, los rízobios contienen una enzima, nitrogenasa, que hace posible la fijación del 
nitrógeno atmosférico. Esta enzima contiene hierro y molibdeno, metales necesarios 
para el transporte de electrones para la reducción del Nj. Estas células se colorean de 
rojo por la leghemoglobina, un pigmento que transporta oxígeno al bacteroide. 

d: La zona degenerativa: que se colorea de verde o marrón. Aquí las células de la 
planta huésped se degeneran y no ocurre fijación. 

e: El sistema vascular, derivado de los vasos del cilindro central, irriga el nódulo, 
suministrando los carbohidratos necesarios para la fijación y transportando los 
compuestos nitrogenados que han sido formados a las hojas. 


Ibiz 



Figura I: Diagrama de la sección transversal de un nódulo de arveja 
2. Formas y tamaños de nódulos 

Los nódulos se localizan generalmente en las raíces: pueden formarse en la superficie de 
la raíz, en cuyo caso se desprenden fácilmente {Pisim, Clycine, Stylosanthes, Cajanus), 
o forman parte del cilindro central y están firmemente adheridos a la raíz (Arachis, 
Aeschynomene). Los nódulos con un meristemo apical (ver Figura i) son elongados 
(Medicago, Pisum). Por otra parte, otros están rodeados por meristemo y son esféricos 
(Vigna, Clycine, etc.). 

El tamaño y la forma de los nódulos varía considerablemente (Figura 2). Los nódulos de 
trébol blanco y de ciertos Srylosanihes son menores de I mm de diámetro, y es difícil 
distinguir el característico color rojo al corte. Los nódulos de soja y Vigna tienen 3-10 
mm de diámetro, y los de Cajanus y ciertas Muctina pueden alcanzar 2 - 3 cm de 
longitud. 
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Figura 2: Tipos de nódulos 

Lx)s nódulos se forman en la parte aereada del suelo. El anegamiento detiene la fijación 

y causa degeneración. Sin embargo, algunas especies están adaptadas a la fijación en 
suelos muy húmedos y aún inundados. En estos casos, los nódulos se forman en las 
rafees en la superficie aereada del suelo (soja, Sesbania cannMna) o en los tallos 
(Sesbania rastrara). 


III. UBICACION DE LAS LEGUMINOSAS EN EL CICLO DEL NITROGENO 
(ver Figura 3) 


Se debería conocer cómo las leguminosas aportan nitrógeno al suelo de manera de ser 
capaces de usar adecuadamente estas plantas para enriquecer el suelo con nitrógeno o 
como un cultivo asociado. 

Un cultivo de leguminosas puede a menudo fijar 200 a 300 Kg N/ha/año, y algunas veces 
más. Sin embargo, esto sólo ocurre si el cultivo es sano y si el suelo es naturalmente 
pobre en nitrógeno. Es aún muy frecuente que un cultivo de leguminosas disminuya el 
nitrógeno del suelo si no fija nitrógeno atmosférico y crece a expensas de las fuentes de 
nitrógeno del suelo (materia orgánica mineralizada y fertilizante). 

Además, el 60 a 90% del nitrógeno del cultivo es usualmente removido por la cosecha. 

El nitrógeno retorna al suelo por los residuos que quedan en el campo, pero las partes 
aéreas maduras de la planta transfieren mucho de su nitrógeno en el llenado del grano, 
que es finalmente cosechado. Los rastrojos y raíces contribuyen con 35 a 70 Kg N/ha en 
soja y con 50 a 80 Kg N/ha en alfalfa, siempre que el último corte sea incorporado al 
suelo (datos válidos para Francia), 
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1 semilla 2 suelo 3 fijación 



Figura 3: Flujo del nilrógeno cutre leguminosas y otras plantas 
(según Henzell y Wallis, 1977) 

El nitrógeno entra a este ciclo a través de; las semillas (I), varias fuentes nitrogenadas 
del suelo (2) y la fijación de nitrógeno atmosférico (3). 

El nilrógeno sale del agrosistema cuando; los cultivos se cosechan (4), el ganado se retira 
(10), hay pérdidas debido al fuego (15), erosión (17), lavado y volatilización (19) y la 
absorción por las plantas, particularmente los nitratos (18). Las heces animales (11) y 
residuos de cosechas (13) son mineralizados y el nitrógeno vuelve al ciclo. Estas son las 
2 vías esenciales por las que el nitrógeno fijado por la leguminosa entra al ciclo del 
nitrógeno. 
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Las rafees de las leguminosas no parecen excretar cantidades apreciables de nitrógeno 
que puedan ser usadas por cultivos asociados (cereales, por ejemplo). Sin embargo, ellas 
pueden aportar nitrógeno a través de las hojas caídas (como ocurre en la asociación 
Cajanus - maíz en HaitO o a través de las ramas cortadas por los agricultores y dejadas 
en el suelo (como ocurre en la asociación Leucoma - maíz o mandioca en Filipinas, 
donde Leucaena es capaz de proveer 60 a 90 Kg de nitrógeno al cultivo asociado). El 
pastoreo de una mezcla forrajera retornará a través del animal parte del nitrógeno fijado 
por las leguminosas si el ganado permanece en el mismo lugar. 


IV. CONCLUSION 

La fijación simbiótica de nitrógeno es el resultado de un delicado balance entre una 
planta superior y una bacteria específica. Es importante entender correctamente las 
condiciones óptimas para esta fijación de manera de obtener los mayores beneficios para 
la planta: 

Buena estructura del suelo (suelo aereado) 

No deficiencia de molibdeno o boro 

Pequeñas cantidades de nitrógeno combinado en el suelo 

Presencia de un número suficiente de cepas de Rhizobium específicas y efectivas 
Condiciones favorables para el desarrollo de la planta (clima, tecnología agrícola, 
variedades adaptadas, ausencia de enfermedades,...). 

En resumen, los factores limitantes para el desarrollo de la leguminosa deben ser 
eliminados en la mayor extensión posible de manera de obtener una adecuada fijación de 
nitrógeno atmosférico. 

Las leguminosas no son 'altruistas'. Ellas fijan nitrógeno para su propio crecimiento y 
el agricultor sólo podrá enriquecer el suelo si retoma toda o parte de la planta a ese 
mismo suelo. 
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Las leguminosas son Angiospemias, pertenecientes al phylum Rosales. Además de las 
leguminosas, este phylum incluye Crassulaceae, Rosaceae y numerosas familias 
secundarias. 

Junto con los policárpicos, están dentro de las angiospermas más antiguas. 

Son a menudo separadas en tres subfamilias: 

- Mimosoideae 

- Caesalpinoideae 

- Papilionoidcae 


II, CARACTERISTICAS GENERALES - CLASIFICACION 

La familia leguminosae se caracteriza por los siguientes rasgos; 
hojas estipuladas, alternas y pinnadas, 

flores (usualmente hermafroditas) en grupos o solitarias, corola pentapétala y cáliz, 
gineceo compuesto de un solo carpelo, óvulos de placentación sutural, 
estilo terminal, 

el fruto es una vaina (o legumbre), y la semilla no tiene albúmina, 

presencia de nódulos en las raíces en el 90% de las Papilionoideae y Mimosoideae 

y en el 30% de las Caesalpinioideae. 

Esta es una familia extremadamente diversificada que ha existido desde el período 
cretácico en regiones templadas y tropicales del mundo. Hay cerca de 750 géneros y 
20 000 especies, incluyendo numerosas plantas cultivadas que proveen parte de la dieta 
humana, así como numerosos arbustos y plantas herbáceas que Juegan un rol mayor en 
varios ecosistemas. Sólo cerca de 20 especies (todas pertenecientes a la subfamilia 
Papilionoideae) se usan para consumo humano. 


ISPORMACION ADiaOSAL 

• des ABBA YES M. er al. (1963) Famille des légumineuses. En : Botanique, 
Masson et des eds., 120 Bd Saint Germuin, París VI. pp. 742 - 750. 

• POLHILL R. M. and RA VEN P. M. (1981) Advances in Legante Sysiemaíics. 
Pan / and Pan II. R.M. Polhill and P.M. Raven eds., Roya! Botante 
Gardens, Kew, England. 1049 p. 

• ALEEN O.N. et ALEEN E.K. (1981) The Leguminosae. The University of 

Wiseonsin Press, Madison. Wisconsin 53715, USA. 
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La familia Leguminosae se divide en tres subfamilias: 

1 . Mimosoideae 

Esta subfamilia contiene más de SO géneros y 2 900 especies que crecen 
mayoritariamente en regiones tropicales. 

Son mayormente árboles y arbustos con muy pocas plantas herbáceas. 

Las principales características son: 

las hojas son generalmente bipinnadas con folíolos densos (Figura la) pero muchas 
acacias tienen hojas adultas maduras reducidas a hojas falsiformes (ver Figura Ib), 
estípulas aciculadas, generalmente bipinnadas. 

flores pequeñas, unisexuadas, agrupadas en racimos o espigas (ver Figura le), 
estambres numerosos con largos y estilizados filamentos (ver Figura Id). Gineceo 
con numerosos óvulos. 

El fruto es una vaina unida, a menudo muy larga. Las semillas tienen un albumen 
córneo. 

Presencia de pelos glandulares en las hojas, tanino en el parénquima, saponina, 
aceites esenciales y goma en vainas, corteza y tallos, 
hojas sensibles al impacto y la luz, y pueden moverse. 



Figura 1: Algunas características botánicas de la subfamilia Mimosoideae. 
a: hoja - b: hoja falsiforme - c: grupo floral - d: flor 
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Principales géneros: 

- Inga: 300 especies en América tropical 

- Albizzia: regiones tropicales, corteza rica en taninos, producción de 

goma arábiga y saponina. 

- Acacia 800 - 900 especies en regiones cálidas (muy numerosas en Australia y 

Sudáfrica). 

Género muy importante para la producción de goma arábiga, tanino, y por 
el color y dureza de su madera. 

2 especies importantes: Acacia ca/echu: catechu 
Acacia albida: producción de hojas en la estación seca. 

Estas especies juegan un rol en los suplementos alimenticios de animales 
salvajes y domésticos de las regiones semidesérticas del Sahel y son 
elementos primordiales del ecosistema. 

- Mimosa: Más de 6(X) especies, particularmente en América. 

Juegan el mismo rol que las acacias en Africa. 

Ejemplo: Mimosa púdica: mimosa sensitiva (las hojas reaccionan al tacto). 

- Leucacna: 50 especies, por ejemplo: Leucaena leucocephala, árbol forrajero 

conocido por su buena capacidad nutritiva y rápido crecimiento. 

2. Caesalpinioideae 

Es una subfamilia de la zona cálida, consistente principalmente en arbustos ornamentales. 
Hay aproximadamente 180 géneros y 1 800 especies. 

Características generales 

Son principalmente árboles y arbustos con hojas compuestas, los folíolos a menudo 
cribados con pequeñas manchas translúcidas. 

Tienen una gran variedad de hojas y flores (ver Figuras 2 y 3). 

En muchas especies la corola es reducida, y posiblemente completamente apétala 
(ej; Ceratonia, ver Figura 3e). 

El árbol de Judas (Cercis silUpiasirum) (Figuras 2f, 2g, 3a y 4) se presenta a 
menudo como un típico ejemplo de la subfamilia pero pocas cesalpíneas se le 
parecen. 

El fruto no es siempre dehiscente y puede ser aún una baya (ej: Dialium). 
Generalmente la semilla es albuminosa. 



Figura 2: Varios tipos de hojas de Caesalpinaceae: transición de la hoja paripinnada (a) 
a la hoja simple (g). b: Cynomeiru - c, d y e: Batihinia - f y g: Cercis. 
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Figura 4: Rama floral de Cercis 
siUquastrum(úrbo\ de Judas). 


Figura 3: Diagrama de varias flores de Caesalpinaceaea: Cercis siliquasirum (árbol 
de Judas) - b; Amherstia - c: Tamurindus (tamarindo) - d: Vouacapoua - e: 
Ceraionia siUqua (Algarrobo europeo) - f: Tounarea. 


Principales géneros y sus usos 


Género 

Especies bien conocidas 

Usos 

Eryihrophieum 

E. guineense 

Corteza con alcaloides 

Copaifera 


Madera valiosa, bálsamo copaiba 

A/zelia 


Madera valiosa 

Cercis 

C. siliquasirum ; árbol de 
Judas 

Árbol decorativo 

Cassia 

Sennas de Egipto y Arabia 

Hojas y vainas purgantes por su 
contenido de antraquinona 

Ceratoniu 

Algarrobo 

Fruto comestible 

Caesalpinia 


Madera valiosa, tanino en la 
corteza 

Haematoxylon 


Madera azul, palo campeche 

Cleditshia 


Cercos defensivos, planta 
forrajera 

Tamarindus 

Tamarindo 

Mesocarpo laxante 
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3. PapUionoideae 

Esta subfamilia contiene unos SOO géneros y 14 000 especies a lo largo del mundo. 
Son plantas herbáceas, o raramente árboles y arbustos. 


Caracterfeticas generales 

Hojas estipuladas, imparipinnadas que se pueden reducir a trifoliadas (Figura S). 
El folíolo terminal puede ser reemplazado por un sarmiento o puede desaparecer 
dejando una hoja bifoliada. 

Desde el punto de vista de la morfología de la flor, esta subfamilia es mucho más 
uniforme que las otras dos. 

Las flores de las PapUionoideae tienen características zigomórficas muy 
pronunciadas: un estandarte, dos alas, y una quilla (Figura 7). 

Androceo con 10 estambres. 

Semillas sin albúmina, cotiledones grandes. 

Presencia de taninos, numerosos alcaloides y heterósidos con ácido hidrociánico. 


folio piloao 
(sotire txida la 
superficie) 


estipulilia 



racimo floral 
(pedúnculo auy 
corto) 


Figura S: templo de una hoja trifoliada: soja (Glycine max. L. Merr.). 
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tallo cuadrangular 
estriado 


Figura 6: Un ejemplo de hoja miiltiruliada con sarmiento terminal: lenteja {Lens 

esciilema Moench.). 



Figura 7; Flor y fruto de una planta papiliomicea: arveja (Pisum sativum L.): a tior, 
br = bráciea, ca = cáliz (sepalino), st = estandarte, a = ala, k = quilla), b: 
estambres alrededor del pistilo, - c: diagrama floral. - d: fruto vaina. 


Copyrighted material 



I GENE 2B PAGINA 7/7 


Principales géneros y sus usos 


Género 

Especies bien 
conocidas 

Usos 

Sophora 


Produce rutina y citisina 

Myroxylon 


Bálsamo de Tolu, bálsamo de Perú 

Lupinus 

Lupino 


Genista 

Escoba 


Ulex 

Tojo, aulaga 


Physostigma 

Habas de Calabar 

Se extrae eserina y geneserina 

Spanium 

Cytisus 

Ononis 


Fibras, espartelna 

Trigonella 

Alholva, heno griego 

Forraje, saponina 

Medigaco 

Alfalfa 

Forraje, clorofila, proteínas dietéticas 

MeUlotus 

Melilotus 

Forraje, abono verde 

Trifolium 

Trébol 

Forraje 

Lotus 

Lotus 

Forraje 

Vicia 

Vicia 

Forraje 

Indigo/era 

Indigo/era tinaoria 

Indigo 

Wísteria 

Wisteria 

Ornamental 

Astragalus 

Astrágalo 

Goma 

Onobrychis 

Esparceta y sulla 

Forraje 

Dalbergia 

Ebano de Senegal 


Derris 


Rotenona en rafees 

Arachis 

Maní 

Aceite, torta oleosa 

Gcer 

Garbanzo 

Grano alimenticio 

Pisum 

Arveja 

Grano alimenticio 

Phaseolus 

Frijol 

Grano alimenticio 

Lens 

Lenteja 

Grano alimenticio 

Vicia 

Haba (común) 

Grano alimenticio 

Vtgna 

Caupf, mongo negro, 
mongo verde 

Grano alimenticio 

Glycine 

Soja 

Aceite, torta oleosa 


III. CONCLUSION 

La familia Leguminosae es extremadamente diversa. Incluye: 

- árboles, arbustos y plantas herbáceas 

- plantas cultivadas para numerosos usos: alimentación humana y ganadera, madera, 
aceites esenciales, gomas, alcaloides, etc. 

- un gran número de especies no cultivadas juegan un rol considerable en los 
ecosistemas de regiones templadas e inter-tropicales. 
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I. HISTORIA DE LA DOMESTICACION DE LAS LEGUMINOSAS 

Los hechos históricos concernientes a las leguminosas varían tanto como lo hacen las 
especies. Sólo podemos recorrer la historia de unas pocas entre las especies más 
importantes, conociendo plenamente que numerosas leguminosas permanecen sin ser 
utilizadas o son simplemente recolectadas sin ser cultivadas. 

En la alimentación humana: El cultivo de unas pocas especies jugó un importante rol 
en la historia de la raza humana. Los siguientes son ejemplos de los más antiguos 
hallazgos del uso humano de la familia leguminosa: 

Comenzando en el 6 000 A.C., las leguminosas comienzan a ser usadas como 
alimento por la humanidad; arvejas, lentejas, vicias y habas se han encontrado en 
fosas arqueológicas en el Medio Oriente. 

Voandzeia, judía sable y heno griego se han descubierto en formaciones fósiles 
que datan del 8 000 A.C. en Etiopía y el Sur de Africa. 

El frijol común se consumía en México en el 4 000 A.C. y soja por los chinos 
alrededor del 5 000 A.C. 

Las migraciones, las guerras y el comercio permitieron a algunas especies (maní, soja, 
frijol, arveja, haba) diseminarse a numerosas regiones a lo largo del mundo. Sin 
embargo, excepto para las semillas oleaginosas (soja y manQ, las leguminosas de grano 
han sufrido una recesión muy aguda, particularmente debido a la competencia de los 
cereales. En la actualidad, hay un renovado interés en Europa por arveja, haba y lupino, 
como granos usados para alimentación animal. 

Como forrsúe: Alfalfa ha sido usada como forraje de la caballería desde los tiempos de 
Alejandro 1 de Macedonia (siglo V A.C.), y las guerras persas (Medicago: la planta de 
los Medas). Fue el primer forraje doméstico. Sin embargo, el cultivo de alfalfa no se 
extendió a Europa hasta el siglo XV, arribando entonces como resultado del comercio 
entre Venecia y Oriente. Al mismo tiempo, una planta europea nativa, el trébol rojo, 
comenzó a ser cultivada en regiones más húmedas. 


INFORMACION ADICIONAL 

• DUKE J. A. (1981) Handbook ofLegumes of World Economic Importance. 
Plenum Press, New York - London. 

• SUMMERFIELD R.J. et BUNTING A.H. (1980) Advances in Legume 
Science. Royal Botante Gardens, Kew, England. 667 p. 

• ALEEN O. N. and ALEEN E.K. (1981) The Leguminosae. The University of 
Wisconsin Press, Madison, Wisconsin 53715, USA. 
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Al mismo tiempo, había un considerable progreso agrícola en Europa, marcado por la 
integración de la cría de ganado con la producción agrícola. Hasta entonces, el ganado 
pastoreaba plantas nativas que crecían en tierras marginales y pasturas. Animales de tiro 
se usaban desde el siglo Vil cuando el caballo y la yunta de bueyes comenzaron a ser 
utilizados (fin de la esclavitud). 

El cultivo de alfalfa y trébol rojo resultó en un incremento considerable del número de 
animales domésticos. A su vez, esto resultó en: 

Mayor uso de productos animales para la alimentación (leche y carne), 
contribuyendo a paliar deficiencias nutricionales y a menor mortalidad infantil. 
La fuerza animal de tiro y el mayor potencial de trabajo llevaron a mejorar la 
ejecución del trabajo agrícola, mejor programado, mayor profundidad de arada 
y la posibilidad de trabajar en suelos fértiles limosos y pesados. Todo esto trajo 
un marcado incremento en la producción cerealera, haciendo posible cubrir las 
necesidades de una población creciente. 

Mayor producción de abono animal y rápido reciclaje de la materia orgánica. 
El uso de abono animal es el método más rápido y eficiente de proveer a las 
plantas con los elementos fertilizantes almacenados en los residuos vegetales. 
Enriquecimiento en nitrógeno del suelo (los restos de alfalfa retoman 250 a 300 
Kg N/ha al suelo), resultando en mayores rendimientos cerealeros y la 
posibilidad de usar abono animal para el crecimiento de cultivos muy exigentes 
(remolacha y papa). 

Esta integración de la cría de ganado con la agricultura es la revolución agrícola más 
importante que ocurrió en Europa. Abrió la posibilidad de cultivar más tierras, y de 
intensificar la producción sin destruir el potencial del medio ambiente natural. 
Desafortunadamente, este sistema no es suficientemente utilizado en la mayoría de los 
países en desarrollo. 


II. ORIGENES GEOGRAFICOS 

Las leguminosas tiene orígenes muy diferentes. Las principíales fuentes y centros de 
diversificación son; 

La cuenca mediterránea y Medio Oriente: arveja, haba, vicia, lenteja, 
alfalfa y trébol rojo. 

El sur de India: Cajamis cojan (guandul), algunos Dolichos. 

El sur de Africa: algunas Vigna, Dolichos, Parida africana y Voandzeia. 

China: soja. 

México y América Central; Arachis y Phaseolus. 

A pesar de que soja y frijol común están muy diseminados, otras espiecies como Cicer 
arierinum, Cajanus cojan, Vigna sinensis, Vigna mango, Vigna áureos. Vicia faba y 
Dolichos están, en su totalidad, restringidas a su probable zona de origen. 

Todas las regiones donde las leguminosas se originaron y diversificaron son relativamente 
secas con un ecosistema de plantas abierto (las leguminosas necesitan luz y son raras en 
los grandes bosques ecuatoriales). 
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Los rízobios (en sentido amplio), son microorganismos capaces de inducir formación de 
nódulos fijadores de nitrógeno atmosférico en las raíces de las plantas de la familia 
Leguminosae (y en sólo otra no leguminosa, Parasponia)\ algunos rízobios también son 
capaces de inducir nódulos en el tallo de algunas leguminosas (Sesbania, Aeschynomené). 

Los rízobios son bacilos de 0,5 a 0,9 /<m de ancho y 1,2 a 3,0 ;tm de longitud; son 
bacterias Gram negativas y no esporulan; son móviles debido a flagelos perítrícos o a un 
flagelo polar (o subpolar). 

La clasificación de los rízobios se ha basado durante mucho tiempo en los grupos 
existentes de leguminosas susceptibles de ser infectadas por el mismo tipo de rízobio; se 
definieron seis especies de Rhizohium (ver Cuadro 1). 


Elspecies 


Plantas huésped 


Rhizobium leguminosarum 
Rhizobium phaseoli 
Rhizobium tri/olii 
Rhizobium meiiloti 
Rhizobium japonicum 
Rhizobium lupini 


Pisum, Vicia, Lens, Lathyrus 

especies de Phaseolus de clima templado 

Trifolium 

Medicago, Meliloíus, Trigonella 
Clycine max 
Lupinas, Orniihopiis 


Cuadro I: Vieja clasificación de los rízobios 


Un séptimo grupo (grupo caupO integraba rizobios capaces de nodular en muchas 
especies de numerosos géneros (Vigna, Desmodium, Alysicarpus, Crotolaria, 
MacroptUium, Psophocarpus, Lespedeza, Indigofera, Cajanus, Cicer, Phaseolus, 
Canavalia, Ardchis, Cyamopsis, Cemrosema, Galacria, Lotononis, ...). 


INFORMACION ADICIONAL 

JORDAN D.C. (1984) Family 111. Rhizobiacea; Conn 1938, _Ea ■ Bergey’s 
Manual of Systematic Baaeriology, wl. 1, N.R. Krieg et J.G. Holt eds., 
The Williams and Wiikins Co. , Baltimore, pp. 234 - 244. 
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Los estudios taxonómicos llevan a cambiar esta clasificación. La última edición del 
"Manual of Dtterminatiw Baaeriology’ de Bergey divide los rizobios, en sentido 
amplio, en dos géneros: 

Rhizobium propiamente dicho se conservó para cepas de crecimiento rápido (tiempo 
de generación: 2 a 4 horas), generalmente con varios flagelos, acidificantes de 
diferentes medios y cuyo ADN tiene un contenido en guanina + citosina de 39,1 

- 63,1 mol %; estos rizobios generalmente inducen nodulación en leguminosas de 
regiones templadas 

un nuevo género, Bradyrhiwbium, se creó para las cepas de crecimiento lento 
(tiempo de generación mayor a 6 horas), con un solo flagelo (polar o subpolar), 
alcalinizantes de diversos medios, con un contenido en guanina + citosina de 61,6 

- 65,5 mol %. 

Algunas nuevas modificaciones han sido realizadas; por ejemplo, se ha creado el género 
Azorbizobium, con cepas capaces de formar nódulos en tallos y raíces, y capaces de fijar 
y asimilar nitrógeno atmosférico en cultivo puro. 

La clasificación actual de los rizobios se indica en el Cuadro 2: 


Especies 

Rhizobium meliloii 
Rhizobium leguminosarum 
Biovar trifolii 
Biovar phoseoli 
Biovar viceae 
Rhizobium loti 
Rhizobium galegae 
Rhizobium fredii 

Bradyrhiznbiiim juponicum 

Azorhizobium caulinodans 


Plantas huésped 

Mfdicago, Melilotus, Trigonella 

Trifolium 

Phasfolus 

Pisiim, Vicia, Lens, Laihyrus 
Lupinas, Lotus, Anihyllis, Omiihopus 
Galega 
Glycine max 

Glycine max 

Sesbania rostrata 


Cuadro 2: Clasificación actual de los rizobios 


Esta clasificación será ciertamente modificada nuevamente porque sólo un pequeño 
porcentaje de las leguminosas han sido estudiadas en relación a sus características 
simbióticas. 
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ASPECTOS GENETICOS 
DE LA SIMBIOSIS 
A/Z/ZOB/CM-LEGUMINOSA 


I. INTRODUCCION 

Para estudiar la genética de un fenómeno biológico complejo, se debe primero definir una 
serie de pasos básicos, y entonces determinar el número de genes que controlan cada 
paso, sus localizaciones en el cromosoma, sus funciones, y la regulación de sus 
funciones. Las mutaciones constituyen la herramienta genética fundamental para 
establecer una correlación entre un gen y un paso del fenómeno afectado por la mutación 
de ese gen. 

El establecimiento de una simbiosis de fijación de nitrógeno atmosférico entre una 
bacteria (Rhizobium) y una leguminosa es un proceso complejo. La formación de nódulos 
es un proceso de etapas sucesivas, como ha sido demostrado por la existencia de 
bacterias mulantes y leguminosas que bloquean la nodulación a diferentes etapas 
morfológicas. 

En bacterias, el estudio genético de modificaciones funcionales y de desarrollo del 
nódulo, introducidas por mutaciones espontáneas o provocadas, permite la localización 
de las mutaciones en el genoma y el análisis de la función del gen. 

En plantas, por el contrario, el grado de ploidfa celular, el tamaño y complejidad del 
genoma, y especialmente la carencia de técnicas mutagénicas eficientes enlentecen 
nuestro entendimiento de estos procesos. El único medio es el aislamiento de proteínas 
específicas de la simbiosis y, a partir de esta base, retrotrazar el gen correspondiente. 

No es posible un análisis genético simple ya que cada mutante debe ser probado bajo 
condiciones reales de simbiosis. 
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II. GENETICA DE RHIZOBIUM 

Sólo el grupo de cepas de 'crecimiento rápido ' del género Rhizobium ha recibido mayor 
estudio, conociéndose poco de las cepas de 'crecimiento lento". Estos dos subgrupos son 
genéticamente muy diferentes. 


INFORMACION ADICIONAL 

• VERMA D.P.S. and HOHN T. (1984) Cenes Involved in Microbe-Plant 
Inieracrions. Springer Verlag ed., New York. 

• LEWINB. (1985) GENE II. J. Wiley and Sons eds., New York. 
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Al menos tres tipos de genes simbióticos pueden distinguirse en estas bacterias. 


1. Genes de nodulación 

Ciertas etapas tempranas del proceso de la formación del nódulo (curvatura del pelo 
radicular, formación y propagación del hilo de infección, morfogénesis del nódulo) están 
gobernadas por un pequeño número de genes de nodulación, los que están agrupados en 
un área del genoma. En los Rhizobium de crecimiento rápido, están localizados en un 
plásmido: pSYM. En la mayoría de los Rhizobium de crecimiento lento en estudio, están 
localizados en el cromosoma. 

Los genes de nodulación consisten en aquellos que están involucrados en funciones 
generales (estos genes no son específicos para una especie bacteriana) y los genes 
específicos del huésped controlan la nodulación en el huésped normal así como previenen 
la nodulación sobre otras leguminosas. 

Los genes de nodulación (nod i son activados por una flavona sintetizada por la planta; 
por ejemplo 3’, 4', 5, 7 tetrahidroxiflavona de alfalfa activa los genes de nodulación de 
R. meliloii. 


2. Genes involucrados en la síntesis de polisacáridos de la membrana 

Numerosos estudios genéticos y bioquímicos han demostrado la importancia de los 
polisacáridos de la membrana bacteriana durante la infección (adhesión de las bacterias 
a la superficie de los pelos radiculares, formación del hilo de infección, diferenciación 
de los bacteroides). 

Algunos mulantes de R. meliloii, afectados en la síntesis de exopolisacáridos ácidos, 
conservan su habilidad para inducir la formación de nódulos de arquitectura normal, pero 
el desarrollo del nódulo es lento y carecen de bacteroides. 


3. Genes de fijación de nitrógeno 

Estos genes codifican las proteínas participantes en un grupo de reacciones químicas que 
reducen el nitrógeno atmosférico a amonio. Estos genes que codifican la enzima 
nitrogenasa (nif l son muy similares dentro de los distintos rizobios. En Rhizfíbium de 
crecimiento rápido, la nitrogenasa sólo se activa en los bacteroides. Sin embargo, la 
síntesis de nitrogenasa puede detectarse en ciertos Rhizobium de crecimiento lento en 
cultivo puro bajo condiciones anaeróbicas. 

Sólo un pequeño número de genes, que contribuyen a la diferenciación y funcionalidad 
del nódulo (fijí) han sido identificados al presente. En todos los rizobios, los genes de 
la nitrogenasa y muchos genes fix están localizados en la proximidad de los genes nod . 
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in. GENETICA DE LA PLANTA 

Nuestro entendimiento de la genética de la planta en esta simbiosis es actualmente muy 
limitado. 

Sólo unos pocos mutantes han sido obtenidos para unas pocas especies: 

- no nodulantes Nod 

- super nodulantes Nod** 

- no fijadores Fix 

En soja, los mutantes Nod** no están relacionados con el control de la nodulación por 
nitratos y producen un mayor número de nódulos en los cuales la eficiencia global es 
menor. Numerosos genes parecen estar involucrados en el carácter supemodulación. 

Ninguna mutación en la planta relacionada con la fijación de nitrógeno ha sido aún 
caracterizada a nivel molecular. 

Ciertas proteínas son sintetizadas específicamente en el nódulo: las nodulinas. Las 
más abundantes han sido caracterizadas, en particular las leghemoglobinas. 

Las leghemoglobinas son hemoproteínas abundantes (30% de las proteínas solubles de 
los nódulos fijadores de soja) que están involucradas en el transporte de oxígeno a baja 
tensión a los bacteroides. Los genes de la leghemoglobina son objeto de mucha 
investigación, particularmente con respecto a su regulación y evolución. 

Otras nodulinas son algunas isoenzimas del metabolismo del carbono y nitrógeno, que 
son específicas del nódulo; sucrosa sintetasa, glutamina sintetasa, uricasa, etc. 

Finalmente, muchas otras nodulinas se han identificado pero sus funciones permanecen 
aún desconocidas. 


IV. CONCLUSIONES 

Sólo un pequeño número de simbiosis han sido estudiadas. Las simbiosis asociadas 
con plantas tropicales, y particularmente con leguminosas arbustivas, son aún poco, 
o nada conocidas. 

Las bases genéticas y moleculares de la competencia y eficiencia de las cepas 
bacterianas no son bien conocidas. 

Sabemos poco en relación al efecto del ambiente (luz, temperatura) sobre la 
expresión de los genes simbióticos en bacterias y plantas. 
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DEFINICIONES 

GEN: secuencia de nucleótidos que representan la unidad hereditaria funcional. 
GENOTIPO: constitución genótica de un organismo. 

FENOTIPO: caracteres observables de un organismo que son determinados por el 
genotipo y varían con el ambiente. 

GENOMA: conjunto de los genes de un organismo. 

MUTAGENESIS: conjunto de técnicas que permiten la creación de mutaciones en 
el genoma de un organismo y producir mutantes. 

MUTACION: modificación repentina de un gen, trasmisible a su descendencia. 
Producida por alteración del ctMigo de nucleótidos causada por una modificación 
de una base (mutación espontánea o inducida por ciertos agentes químicos) o por 
la inserción de un fragmento de ADN foráneo en el gen (el caso de elementos 
trasposones) o por la pérdida de uno o varios nucleótidos. 

MOTANTE: un organismo que ha recibido una mutación. 

PLASMIDO: elemento extracromosómico capaz de replicación independiente. 
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Dado el gran número de especies, es difícil definir características comunes. De todos 
modos, podemos decir que las leguminosas se caracterizan por: 

I. Considerable sensibilidad a la luz 

La floración y semillazón requieren grandes cantidades de luz. La actividad fijadora de 
los nódulos está directamente relacionada a la fotosíntesis. Las leguminosas no son 
comunes en lugares donde la vegetación es compacta, muy densa, en condiciones 
arbustivas y en ambientes con poca luz. 

n. Inadaptación a condiciones extremas 

Las leguminosas tienen problemas: 

en suelos no formados (ejemplo: arenales). 

en suelos ácidos (no adecuados para la mayoría de los rizobios). 

en suelos salinos. 

en suelos muy pobres en materia orgánica y nutrientes: deficientes en K, P, Ca, 
Mg, Mn y Mo, pero particularmente deficientes en P y Ca. 
en suelos compactos, con alta humedad del suelo o inundados por largos períodos 
Oas raíces se pudren y los nódulos degeneran por insuficiente aereación del suelo). 

El crecimiento y desarrollo de las leguminosas están ligados a sus relaciones simbióticas 
con Rhizobium. La necesidad de un número suficiente de Rhiwbium en el suelo y los 
relativamente altos requerimientos de la simbiosis (particularmente por K), hacen difícil 
el crecimiento de una leguminosa en suelos severamente degradados. 

ni. Producción potencial a menudo menor que la de los cereales (que son muy a 
menudo la alternativa de las leguminosas al momento de la toma de decisión). 

A pesar de la cantidad de leguminosas que crecen en regiones tropicales, todas las 
leguminosas son plantas C, (los azúcares se forman a partir de compuestos de 3 átomos 
de carbono en lugar de 4). Esta es una desventaja en regiones tropicales a pesar del gran 
sistema radicular que permite a estas plantas alcanzar la profundidad necesaria para 
obtener agua para su crecimiento. 


INFORMACION ADICIONAL 

• SINHA S.K. (1980) Légumineuses AUmemaires ; Répartition, Adaptabiliti, 
Biologie du Rendemeni. Colleciion : Pmduction Vigitale et Protection des 
Plomes. ISBN 92-5-200186-7, FAO Rome. 

• SUMMERFIELD R.J. and BUNTINC A.H. (1980) Advances in Ugume 
Science. Royal Boianic Gardens, Kew, Engíand . , 667 p. 
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El índice de área foliar es alto (8 para un adecuado cultivo de soja, 6 para un cultivo 
denso de trigo) y el coeficiente de trasmisión de luz es bajo (2 para trébol blanco, 3 - 4 
piara soja, S - 7 para maíz). Estas dos características llevan a una pobre utilización de la 
luz (las hojas bajas no fotosintetizan) y a un claro incremento en la respiración resultando 
en pérdida de asimilados. 

El sistema de conducción de savia elaborada hacia los órganos de almacenamiento 
(semillas) es menos eficiente que en los cereales; bajo nivel de transporte y lenta 
migración de asimilados. 

La abundante floración que a menudo ocurre en leguminosas está determinada jx>r la luz. 
Desafortunadamente, muchas flores fallan en formar frutos, los frutos jóvenes tienden 
a caer antes del llenado de grano y las semillas jóvenes pueden abortar. 

Los rizobios compiten con los órganos reproductivos jóvenes (flores y frutos) por el 
suministro de fotosintatos. Los órganos reproductivos se favorecen porque están más 
cerca de las hojas. Dado que la fijación de nitrógeno está condicionada por el suministro 
de carbohidratos, la actividad de fijación es reducida, lo cual en el análisis final es 
peijudicial para la nutrición nitrogenada de la planta. 

La lenta migración de nutrientes, la susceptibilidad a fallar la fructificación y la caída de 
frutos jóvenes resultan en un bajo e irregular rendimiento en grano. 

Se requiere un mejor entendimiento de estos fenómenos de manera de incrementar los 
rendimientos. Además, el mejoramiento varietal de las leguminosas,- que ha sido algo 
descuidado en comparación con el de los cereales -, es más difícil de lograr porque: 

Las leguminosas son ricas en proteínas (característica muy compleja y a menudo en 
conflicto con altos rendimientos). 

Dos organismos están en simbiosis (lo que requiere mejoramiento de ambos 
componentes: un problema muy difícil de resolver). 

La biología de las leguminosas no es bien conocida (todavía no sabemos las 
principales razones de la dificultad en el cuajado de los frutos). 

Es más fácil mejorar la productividad forrajera, debido a varias características biológicas. 
Contrariamente a las tendencias actuales de producción ganadera de muchos países (uso 
de tortas de soja), sería más eficiente dar importancia primordial a la producción de 
forraje verde, seco y deshidratado, o ensilaje. También debe mencionarse que la 
asociación con gramíneas es útil porque provee un forraje bien balanceado, una 
producción más pareja a lo largo del año, y economiza fertilizante nitrogenado en 
comparación con un cultivo puro de gramíneas. 
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I. usos 


Las leguminosas se usan para una amplia variedad de propósitos. 

1. Nutrición humana 

Las leguminosas de grano son un alimento común en todo el mundo. En los países 
industrializados, su proporción en la dieta ha disminuido mientras que la proporción de 
proteínas animales ha incrementado. 

Hay numerosas maneras de usar leguminosas, y su importancia en las huertas familiares 
debe mencionarse: 

Toda la planta como una verdura (ejemplo, arveja en China). 

Fruto (vaina) consumido directamente o preservado (acarrea el problema 
de la calidad requerida en la conservación). 

Grano: Semillas oleaginosas: soja y maní. 

Proteínas vegetales: 
frescas: consumidas directamente 

preservadas: calidad del grano (terneza) 
congeladas 

secas: en grano 

preservadas 

harina 


INFORMACION ADICIONAL 

• DUKE J.A. (¡981) Handhook of Legumes of World Economic 
¡mportance. Pleniim Press, New- York - London. 

• STANTON W.R. (¡970) Les Légumineuses á Graines en Afrique. FAO 
Rome. 

• SKERMAN P.J. (¡982) Les Légumineuses Fourragéres Tropicales. 
Collection : Production Végérale et Protection des Plantes. FAO Rome. 

• LAPEYRONIE A. (¡982) Les légumineuses fourragéres. Es. •’ Les 
Productions Fourragéres Médirerranéennes. G.P. Maisonneuve et 
Larose, eds. , ¡5 rué Victor Cousin, París, pp. 295 - 382. 

• LABEYRIE V. (¡98¡) Vaincre la carence protéique par le 
développement des légumineuses alimentaires et la protection de leurs 
récoltes contre les hruches. En : Food and Nutriiion Bulletin, 3 : 24 
-37. The United Nations University, THO - SEIMET Building, ¡5-¡ 
Shibuya 2 - Chame, Shibuya - Ku, Tokio ¡50, Jopan. 
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Brotes; consumidos en ensaladas, ejemplo; Vigna radiola (mal llamada brotes de 
fríjol). La germinación permite eliminar las sustancias tóxicas o nocivas i»ra la 
nutrición. 

Las leguminosas de grano tienen problemas de digestibilidad (presencia de saponinas, 
glucósidos, sustancias antitrípticas, hemicelulosa, etc.), pero la mayoría de la toxinas son 
solubles en agua o destruidas por el calor. 

Además, con el desarrollo de la industria de la alimentación, las leguminosas pueden ser 
una fuente de alimento proteico (carne vegetal y leche vegetal) y podrían jugar un 
importante rol porque son fáciles de conservar, transportar y usar. 


2. Alimentación animal 

Plantas nativas; pasturas, y tierras marginales. Este tipo de plantas está amenazado 
por sobrepastoreo. 

Plantas cultivadas, grano o forrraje, cultivadas solas o en asociación con gramíneas 
(ejemplo; alfalfa, trébol, Dolichos, guar y otras). Hay muchos usos; heno, forraje 
• verde, silo y pastura. Debe mencionarse que la frecuencia de corte es muy 
importante en términos de calidad y cantidad así como para la persistencia dd 
cultivo. 

En el caso de ciertas leguminosas alimenticias (lenteja, caupO, las partes aéreas (hojas 
y tallos) son tan nutritivas como el grano. 


3. Otras formas de uso 

Mejoramiento de suelos; las leguminosas cultivadas como abono verde incrementan 
la materia orgánica y la fertilidad del suelo. 

Madera; madera para hacer muebles y gabinetes, combustible. La utilización de esta 
madera como combustible acarrea problemas de desertificación en ciertas áreas 
(ejemplo, Sahel e India). 

Productos varios; gomas, bálsamos, saponinas (posible base de estrógenos), taninos, 
tinturas (índigo). Todos estos productos están expuestos a una mayor competencia 
de los productos sintéticos. 

Plantas ornamentales; ciertas especies de Larhyrus, Lotus, Vicia y otros géneros se 
cultivan como ornamentales en regiones templadas y subtempladas. 

II. IMPORTANCIA ECONOMICA 

Además de las leguminosas oleaginosas (soja y manO que son productos de comercio 
internacional, la importancia económica de las leguminosas no es muy clara. 
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Esto es debido a; 

- los numerosos usos; sólo las leguminosas alimenticias aparecen en las estadísticas, 
la alta proporción cultivada para consumo personal 

A nivel mundial, las leguminosas aportan: 

- en términos de nutrición humana; 22% de proteínas vegetales 

32% de grasas y aceites 
7% de carbohidratos 

en términos de nutrición animal: 38% de proteínas 

16% de Ifpidos 
5% de caibohidratos 

En 1982, la producción mundial de leguminosas de grano representó sólo 10% de la 
producción cerealera (156 x 10° toneladas contra 1700 x 10° toneladas de cerales). 

Actualmente, la producción mundial de las leguminosas de grano (soja excluida) sobre 
un total de 72 millones de hectáreas están produciendo 47 millones de toneladas 
(rendimiento: 650 Kg/ha). Soja se cultiva en 53 millones de hectáreas produciendo 83,5 
millones de toneladas, mientras que en 1975 representaba sólo la mitad de la producción 
total de las leguminosas de grano. 

Por lo tanto, la soja ha ganado una importante posición entre las leguminosas de grano 
(2/3 de la producción mundial de leguminosas de grano). Cultivada principalmente en 
Estados Unidos y Brasil, es la planta productora de aceite líder en el mundo y es objeto 
de comercio en gran escala como grano y en forma de tortas oleaginosas. 

El hombre no está haciendo un uso completo de toda la familia de las leguminosas: 
cultivos alimenticios, cultivos rentables (soja y manO o cultivos forrajeros. Existen 
muchos otros usos potenciales. 

Por otra parte, las leguminosas no son especies tan fáciles de cultivar como las 
gramíneas. Requieren un conocimiento más completo de la biología de la planta y buena 
habilidad técnica por parte del agricultor. 

En los países en desarrollo, será necesario el uso de leguminosas para integrar cultivos 
agrícolas y crianza de ganado. En ningún caso el cultivo de leguminosas alimenticias 
debería ser abandonado por cultivos más rentables de leguminosas (soja y manQ. 

Ciertas leguminosas de grano son muy valiosas por su contenido en aceite (maní, soja) 
y por su contenido proteico (20 - 25% en promedio, pero altamente variable con la 
especie y la localización). Dado el valor biológico de estas proteínas, las leguminosas de 
grano son un muy buen complemento de cereales y tubérculos. 

Por su capacidad fijadora de nitrógeno atmosférico, las leguminosas deberían jugar un 
mayor papel en los sistemas de cultivo, especialmente porque muchas de ellas son 
excelentes cultivos como cabeza de rotación. Sólo es necesario que su rentabilidad sea 
* suficientemente importante para estar a la par con los cereales. Esta mayor rentabilidad 
se logrará con una intensificación de su cultivo y con una reorganización del mercado. 
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Usando resultados experimentales obtenidos de investigaciones de largo plazo realizadas 
por una unidad del INRA en Toulouse, Francia, se hizo un estudio del efecto de los 
cultivos productores de aceite y proteínas en la rotación con cereales. El estudio obtuvo 
resultados relacionados a; 

mejoramiento de las propiedades físicas del suelo; 

nitrógeno remanente en el suelo para el cultivo de trigo siguiente; 

desarrollo de malezas y problemas que pueden ocurrir luego de arveja, haba (Vicia 

faba minar) y colza; 

costos de producción de trigo de invierno; 

- balance de producción de proteínas. 

Este estudio tiende a demostrar el valor técnico y agrícola del uso de cultivos productores 
de aceite y proteínas en sistemas de rotación. 


I. EFECTO DE CULTIVOS PRODUCTORES DE ACEITE Y PROTEINAS EN 
LAS PROPIEDADES FISICAS DEL SUELO 

Las observaciones muestran que estos cultivos mejoran las propiedades físicas del suelo 
en relación a la compactación que generalmente ocurre después del uso de gramíneas. 

La cama de semillas para el cultivo siguiente será consecuentemente más fina y menos 
compacta después de cultivos productores de aceite y proteínas que, por ejemplo, después 
de maíz o sorgo. 


INFORMACION ADICIONAL 

- MARTY J.R. er a! (1980) Evoluiion de la flore adventice des cultures 
d'été irriguées ou non appartenani á diffé rentes rotations culturales. C. R. 
Acad. Agrie. 9 : 746 - 756, París. 

• ZEHTABIAN G.H. (1982) InJIuence de l’irrígaiion et des facteurs 
cUmatiques sur la variaiion el la production de biomasse de différents 
couverrs végétuux. Thhe de Doaeur Ingénieur, I. N. P. , Toulouse, France. 

• PUECH J. et al (1978) Bilans hydriques pluriannuels de diverses 
rotations culturales en présence ou non d'irrígation. En ; Bull. G.F.H.N. 
2 : 123 - 135, París. 

• MARTY J.R. et al (1981) Bilan d’éléments minéraux en différentes 
rotations culturales et évolution de quelques caractéristiques analytiques 
du sol. En : Séminaire AGRIMED (C.E.E.), Barí, Italie. 
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II. EFECTO DEL NITROGENO REMANENTE EN EL SUELO SOBRE EL 
CULTIVO DE TRIGO SIGUIENTE 


Cultivo precendente a 
trigo de invierno 

Kg/ha de N-NO, a 90 cm profundidad 

Min. 

Max (1) 

Maíz 

50 

90 

Sorgo 

25 

65 

Girasol 

55 

100 

Soja 

60 

135 

Colza 

75 

125 

Arveja 

85 

160 

Vicia faba minar 

85 

185 

Lupino 

101 

204 


(1) = Mínimo y Máximo observado para diferentes años entre 1978 y 1982 en el 
sudoeste de Francia. 

Arveja, alfalfa y Vicia fabo minar son plantas que dejan altos niveles de nitrógeno en el 
suelo después de la cosecha. Hay que hacer notar que este efecto del nitrógeno remanente 
del cultivo previo está directamente ligado a su nivel de producción y consecuentemente 
a la cantidad de restos de la cosecha. Por ejemplo, en condiciones templadas, la cosecha 
de Vicia /aba minar retoma 7 a 12 ton/ha de materia seca al suelo, y soja 4 a 6 ton/ha 
dependiendo del año. 

El cultivo previo es importante, pero también lo son el clima y el cultivo siguiente en 
términos de suministro de nitrógeno. Se considera generalmente que un déficit hídrico 
disminuirá la cantidad de nitrógeno aportado al suelo por fijación. 

El trigo siempre absorbe mayores cantidades de nitrógeno después de leguminosas, sin 
importar los niveles de fertilizante nitrogenado utilizados. La producción total de materia 
seca (parte aérea) y grano son también mayores después de leguminosas. El máximo 
rendimiento en grano siempre se obtiene con niveles menores de fertilizante nitrogenado, 
después de leguminosas que después de maíz, y particularmente sorgo. 


III. EFECTO EN EL DESARROLLO DE MALEZAS 

Ya hemos señalado que las malezas desarrolladas en cultivos de verano dependen del 
sistema de rotación utilizado (Marty et al, 1980). Las malezas en trigo de invierno 
también cambian en términos de cantidad y naturaleza por el cultivo previo en el sistema 
de rotación. Rotaciones llevadas a cabo durante 8 años con arveja. Vicia /aba minar y 
colza llevaron a la proliferación de avena salvaje {Awna fatua L.), lo que implica un 
control de malezas más caro que después de soja, girasol o lupino, donde las malezas se 
limitan mayoritariamente a dicotiledóneas. 
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IV. CONSECUENCIAS DE CULTIVOS PREVIOS EN LOS COSTOS DE 
PRODUCCION DE TRIGO DE INVIERNO 

El manejo del cultivo de trigo (fertilizante nitrogenado, malezas, tratamientos, etc.) varía 
dependiendo del cultivo previo, y se calcula que los cultivos productores de aceite y 
proteínas posibilitan ganar un incremento bruto de 400 a 7(30 Kg/ha de trigo para 
rendimientos promedio de aproximadamente S 000 Kg/ha. 

Hay un impacto económico innegable del cultivo previo en el siguiente cultivo de trigo 
(en algunos casos, más de un 30% de reducción en los costos de producción). 


V. EVALUACIONES COMPARATIVAS DE LA PRODUCCION DE PROTEINA 
EN VARIOS SISTE.MAS DE ROTACION DE CULTIVOS 

Si se dispone de riego, insertar una leguminosa (soja) como segundo cultivo en una 
rotación cerealera (cada tercer año) mejora el promedio de producción anual de proteínas. 
El hecho de no usar fertilizante nitrogenado en cultivos rentables de soja significa que 
la rotación recupera tanto nitrógeno en el grano como el que provee el fertilizante 
químico. Si la proporción de plantas productoras de aceite y proteínas, particularmente 
leguminosas, se incrementa en la rotación, nos aseguramos de un buen nivel promedio 
de producción de proteínas por hectárea con reducidas cantidades de fertilizante 
nitrogenado. A través de la actividad simbiótica, se vuelve entonces posible recuperar 
más nitrógeno que el provisto por el fertilizante químico. Finalmente, debería recalcarse 
que a través del uso de alfalfa en las rotaciones podemos obtener la máxima producción 
de proteínas (de 1 200 a 1 SOO Kg/ha/año, dependiendo del sistema de rotación) (Marty 
et al, 1977). 


V. CONCLUSIONES 

Con el propósito de usar prácticas armónicas de cultivo y tratando de utilizar rotaciones 
que piosibiliten ahorro de insumos más que apuntar a alta performance, parece que las 
plantas productoras de aceite y proteínas pueden ofrecer estos beneficios cuando se usan 
en rotación con cereales. Hemos indicado algunas de sus ventajas como cultivo previo 
para rotaciones de trigo de invierno y hemos mostrado su valor, particularmente en 
términos de balance total de nitrógeno. 

Además, al ofrecer la posibilidad de rotación de cultivos, las plantas productoras de 
aceite y proteínas posibilitan incrementar la cobertura del suelo durante un largo período 
de tiempo (Zehtabian, 1982) y, de esta manera, obtener una dinámica regular del agua 
en la parcela (Puech et al, 1978). En 12 años, sobre una rotación colza - trigo - arveja 
- trigo, observamos una clara tendencia a incrementar el nivel de materia orgánica del 
suelo, con mejoramiento de la estabilidad estructural y productividad (Marty et al, 1981). 

Esta diversidad de cultivos en los sistemas de rotación también hace posible escalonar 
mejor las labores de los cultivos, y hacer un mejor uso del trabajo y equipamiento. Por 
lo tanto, estos cultivos pueden Jugar un importante papel en la organización y manejo de 
los sistemas de rotación. 
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El modo más eñciente de formar una colección de cepas de Rhizobium es aislar esas 
cq)as de los nódulos de leguminosas nativas. 

Sin embargo, no siempre es posible utilizar técnicas de aislamiento inmediatamente 
después de la recolección de los nódulos. El método de conservación de nódulos aquí 
descrito intenta evitar su deterioro. 


l. MATERIAL 

Tubos (aproximadamente 15 cm’) que puedan cerrarse herméticamente (ejemplo, 
tubos de recolección de sangre). 

Algodón. 

Pelets de cloruro de calcio desecado (4 a 8 mm de diámetro), 
n. PREPARACION 

Llenar la mitad inferior del tubo con pelets de cloruro de calcio. El CaCl 2 debe 
estar blanco para ser activo. 

Cubrir con una c^ de 1 cm de algodón. 

Cenar herméticamente el tubo. 

m. RECOLECCION DE NODULOS 

Separar los nódulos de las raíces de la leguminosa. 

Ubicarlos en los tubos. El volumen ocupado por los nódulos no debe exceder 1/4 
del volumen total del tubo. 

Se recomienda poner los nódulos de una planta en un tubo. 

Los nódulos acondicionados de esta manera pueden conservarse durante más de 
un año en un refrigerador o por varios meses en una atmósfera tropical. 


INFORMACION ADICIONAL 

. VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practical Study of Root Nodule 
Baaeria. I.B.P. Handbook No 15, Orford : Blackwell Scientíflc Publicatiom 
164 p. (en inglés y español). 
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Tapón de goma 


◄ 

Nódulos 

< 

Algodón 


■* 


Cloruro de calcio 


Indicar sobre el tubo: 

- fecha de recolección 

- localización: Región 

País (altitud, latitud, temperatura, lluvias) 

- nombre científíco de la planta (género y especie), fuente de los nódulos 


rv. CONSERVACION DE SEMILLAS DE LA LEGUMINOSA "ASOCIADA" 

El mismo procedimiento puede usarse para recolectar y conservar semillas. 

Siempre que sea posible, lo mejor es recolectar semillas y nódulos de la misma 
planta usando el mismo código numérico sobre los tubos. 

Cuando se dispone de semillas pero los nódulos han desaparecido, es posible 
tomar muestras de suelo de manera de aislar los rizobios del suelo. 
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I. MEDIO DE CULTIVO 


Las bacterias del género Rhizobium se desarrollan poco en medios convencionales con 
pqHona. Por otra paite, los medios de cultivo basaos en extractos (te plantas son muy 
satisfactorios. Los más comúnmente utilizados son los extractos de levadura. 


El extracto de levadura fresco se prqnra mezclando 100 g de levadura de panadería con 
1 litro de agua fría. Calentar por una. hora a 100°C, dqar nqwsar y recupmr el 
sobrenadante claro. Ajustar el pH del sobrenadante a 6,8 • 7,0. El agua de levadura se 
distribuye en fíaseos, 100 mi por frasco, se esteriliza y almacena a 4°C hasta su uso. 

La fuente de carbono más común es manitol, pero puede ser reemplazado por arabinosa 
o galactosa, eqrecialmente para cepas de crecimiento lento. 


Un medio convencional (Extracto de Levadura Manitol o ELM) tiene la siguiente 
composición: 


KjHP 04 

MgS04.7H,0 

NaCl 

Manitol 

Agua de Levadura 
Agua (testílada 


0,5 g 

0,2 g 
0,1 g 
10 g 

100 mi (o extracto de Levadura: 1 g) 
900 mi 


Para obtener un medio sólido (ALM) se agregan, 10 - 15 g de agar por litro. 


Para evitar contaminación por Ixmgos, pueden agregarse 2(X) mg/litio de actidiona 
(cicloheximida). 


INFORMACION ADICIONAL 

• VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practica! Study qf Root-Nodule 
Baaeria. I.B.P. Han¿>ookN°15, Ottford ; Blackwell Scientific Pubtications 
164 p. (en inglés y español). 
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n. RECOMENDACIONES PRACTICAS 


1. EsteriUzacióii del medio de cultivo 
Autoclavar a 120*C por 20 minutos 

Comentario: Cuando se trabaja en un laboratorio que no «tá equipado para 
trticiobiologia, el autoclave se puede reemplazar por una simple olla a 
presión. Sin embargo, se debe utilizar un tomómetro de máxima para 
verifícar que se ha alcanzado la temperatura adecuada dentro de la olla. 


2. Preparación del medio de cultivo 


Placas de Petri 

El medio de cultivo se esteriliza en frascos de cuello angosto de 1 litro tapados con 
algodón, 500 mi de medio por frasco. De manera de evitar condotsadón en las placas 
de Petri, el medio debe enfriarse a 55 - 60°C antes de vertirlo dentro de las mismas. 


Tubos inclinados para colección 

El agar contenido en el medio de cultivo debe licuarse antes de ser vertido en los tubos 
(1 hora a 100*C con agitacidr intermitente). 

Verter el medio en los tubos, autoclavar a 120*C por 20 minutos, sacarlos del autoclave 
y ubicarlos en posición iiKlinada. 

Medio liquido para producir inoculantes 

Usar el mismo procedimiento de preparación y esterilización, sólo omitir el agar. 
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método más efectivo para obtener diferentes cepas para colección es aislar los rizobios 
las leguminosas nativas. 

La técnica convencional es aislar cepas de Rhizobium directamente de los nódulos: 

1. Lavar los nódulos bajo la canilla para eliminar la mayor parte del suelo, luego 
secarlos entre dos trozos de p^>el de fíltre. 

2. Colocar los nódulos muy brevemente (S - 10 segundos) en etanol al 95%. 
Transferirlos a una solución de clorure mercúrico al 0,1% y dejarlos de 30 
segundos a 4 minutos (se recomienda dejar diferentes muestras de la misma serie 
de nódulos por diferentes períodos de tiempo). 

3. Transferir los nódulos, usando pinzas esterilizadas con alcohol y expuestas 
rápidamente a la llama, a un recipiente conteniendo agua destilada estéril. Este 
es el primer lavado. Rápidamente repetir la operación 5 veces. Luego, lavar otras 
3 veces dejando los nódulos por lo menos IS minutos en cada cambio de agua. 

4. Transferir cada nódulo a un tubo de hemolisis de vidrio con 0,5 ml de solución 
salina estéril (NaCl: 8,5 g, HjO: 1 litro). Cada nódulo se macera usando una 
varilla de vidrio previamente sumergida en alcohol y expuesta rápidamente a la 
llama. 

5. Colocar 0,1 ml de cada suspensión en ALM (para su composición ver II RHIZ 
IB) en placa de Petrí. Distribuir la suspensión sobre la placa de Petri usando el 
método de estriado. 

6. Incubar las placas a 28°C y observar la aparición de colonias típicas de 
Rhizobium a lo largo de las estrías. Cuando aparecen las colonias, repicarlas en 
una nueva placa de Petri (medio ALM) por agotamiento en superficie. 


INFORMACION ADICIONAL 

. VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practícal Study of Root Nodule 
Bacteria. I.B. P. Handbook No 15, Oxford : Blackwell Scietmfic Publicatíons 
164 p. (en inglés y espaílol). 
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Es posible que en una misma serie de nddulos aparezcan muchas colonias típicas con 
pequeñas diferencias morfológicas. Se debería tomar una muestra de cada una de estas 
colonias. Estas muestras deberían mantenerse en cultivo puro para subsecuentes pruebas 
de identificación. 

7. La única manera de probar que las colonias aisladas pertenecen al género 
Rhizobium es reinfectar una leguminosa crecida asépticamente, por ende, 
causando la formación de nódulos (ver IV EXPE 1 A y B). 

8. Para cumplir con todos los requerimientos de rigor cientíñco, debería realizarse 
otro procedimiento de aislamiento de Rhizobium a partir de los nódulos obtenidos 
de las leguminosas cultivadas asépticamente. Debería utilizarse el mismo 
procedimiento de aislamiento descrito en los parágrafos 2 a 6. 

9. Los cultivos de Rhizobium obtenidos en estas condiciones se conservan entonces 
en tubos con medio ALM inclinado. Esta colección debería incluir varios repiques 
de cada cepa. 

La cepa se identifica con un número específico, y debe registrarse la siguiente 
información adicional respecto a su origen. 

planta huésped 

localización (pH del suelo, temperatura promedio, lluvias) 
fecha del aislamiento. 
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El uso de Rhizobium implica la organización de un banco de cepas. La conservación 
requiere el cultivo periódico de toda la colección para suministrar a los usuarios cepas 
que tengan los máximos potenciales de fijación de nitrógeno. 


I. MATERIALES SUGERIDOS PARA LOS REPIQUES 

Tubos de ensayo Pyrex con tapón de rosca (16 x 160 mm) 

Anza para inoculación 

n. REACTIVOS 

ALM (Agar - Extracto de Levadura - Manitol) (ver II RHIZ IB) 


ra. PREPARACION DE TUBOS 


Después de ser preparado, el ALM se vierte en los tubos Pyrex, S mi por tubo. 

Los tubos se autoclavan a 120°C por 20 minutos. 

Después de autoclavar y antes que se enfríen, los tubos deben colocarse en posición 
inclinada. 

La zona superior del agar inclinado no debe tocar nunca el tapón de rosca y el fondo del 
tubo debe estar lleno (Figura 1). 


INFORMACION ADICIONAL 


VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practical Study ofRoot Nodule 
Bacteria. I.B.P. Handbook No 15, Oitford : Blackwell Scientiftc 
Publications 164 p. (en inglés y español). 
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Fifura 1: tiib* coa ALM 

IV. CULTIVO 

Todas las operaciones que siguen deben efectuarse cerca de una llama y en una cámara 

estéril (cámara de flujo laminar, cuarto estéril): 

1. enjuagarse las manos con alcohol y secarlas al aire | 

2. flambear el anza para inoculación en posición vertical sobre el mechero Bunsen 

3. remover asépticamente con el anza, algunas células del cultivo de Rhizobium que 
se pretende repicar. 

4. sembrar el nuevo tubo con estas colonias, realizando estriados regulares sobre la 
superficie del agar inclinado (Figuras 2 y 3) 

5. colocar los tubos sembrados en una estufa a 28”C 

6. después de 4 d(as (rizobios de crecimiento r^ido) o aproximadamente 8 días 
(crecimiento lento), la superficie del agar inclinado estará cubierta con colonias 
blancuzcas de Rhizobium. 

7. Almacenar los tubos a 4*C para conservarlos 

Nota: Se sugiere que las cepas de Rhizobium se repiquen regularmente 
(aproximadamente cada 6 meses). 



Figura 2: 

Sembrando un cultivo 


Figura 3: Tubo 


Anza de iiwculación 


tapón de rosca o de algodón (sostenido por el 
dedo meilique para mantener esterilidad). La tapa 
nunca debe colocarse sobre la superficie de la 
mesa del laboratorio. 


estrías sobre la superficie del 
agar 


mostrando las estrías 
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Un cultivo puro de rízobios se obtiene sólo si está identiñcado a nivel de especie y de 
cepa. No existe un medio de cultivo especfñco que asegure el crecimiento de los rizobios 
y elimine los contaminantes. El Rhizobium tiene sólo unas pocas características en las que 
se basan las pruebas que permiten la identiñcación de cepas. 

Se pn^nen a continuación varias prudm de identifícación. 


I. TINCION DE GRAM 

Esta prueba permite la distribución de bacterias en dos clases; las que responden 
positivamente y las que responden negativamente. Las bacterias del género Rhizobium 
son gram nativas. Esta prueba nunca es defínitiva porque, en la naturaleza, muchos 
organismos son gram negativos, y por lo tanto sólo permite eliminar rápidamente los 
contaminantes gram positivos. 


n. . DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 

El crecimiento de los rizobios en un caldo de extracto de levadura - manitol (ver II RHIZ 
IB) es más bien lento. El crecimiento de rizobios es moderado a excelente después de 
tres días de cultivo y los Bradyrhizobium presentan un crecimiento moderado después de 
siete días. 


m. SENSIBILIDAD A FAGOS 

Las interacciones entre bacteriófagos y bacterias inducen la ^)arición de zonas más o 
menos transparentes en cultivos celulares de rizobios de alta concentración. Es posible 
clasifícar las cepas de rizobios de acuerdo a su sensibilidad a varios fagos de diverso 
origen. Este método es económico y puede ser usado en un laboratorio moderadamente 
equipado. 


INFORMACION ADICIONAL 


• NAIRN R. C. (1976) Fluorescent Protein Tracing. 
London, Engiand. 

Oiurchill Livingston. 

• VINCENTJ.M. (1970) A Manual for the Praaical Study ofRoot-NoduU 

Bacteria. I.B.P. Handbook N°15, Ojtford : 
Publications 164 p. (en inglés y español). 

Blackwell Scientific 
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IV. SEROLOGIA 

Las técnicas serológicas están particularmente adaptadas para determinar la identidad de 
las cepas. 

En la superfície de las células bacterianas, hay antígenos que provocan en los animales 
una respuesta inmunológica y la producción de anticuerpos especlñcos. Estos anticuerpos 
producidos por el animal se usan para detominar la presencia o ausencia de antígenos 
específicos. La producción de anticuerpos (sueros inmunológicos) se realiza goieralmentc 
en conejos. 

Las principales técnicas usadas para determinar complejos antígeno - anticuerpo son: 

prueba de aglutinación 

inmunodifusión 

inmunofluorescencia 

ELISA (Enzyme Linked Inmuno-Soibent Assay) 

(por inmunofluorescencia y ELISA, ver II RHIZ 2B) 


V. uso DE GRUPOS DE INOCULACION 

Las cepas de Rhuobium pueden ser agrupadas de acuerdo a las especies de l^uminosas 
que pueden nodular (ver II GENE 2D). 
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M. NEYRA 


C.STEINBERG 


I. INTRODUCCION 

1. Pruebas de inmunofluorescencia 

Estas técnicas tienen la ventaja de asociar la especificidad de las reacciones serológicas 
con la precisión de la observación microscópica. Se usan dos tipos de pnidias: 

Prueba directa: se usa una sola categoría de anticuerpos; los obtenidos con el 
animal inmunizado con la cepa de Rhiwbium. Es necesario entonces conjugar 
primero las inmunoglobulinas específicas con un cromofluor. La prueba se realiza 
en portaobjetos usando un preparado de cultivos puros de Rhúobium, 
Bradyrhizobium o de nódulos. Esta prueba rápida tiene la desventaja de requerir 
la preparación del conjugado fluorescente. 

Prueba indirecta, que se realiza en dos eupas; en la primera, los anticuerpos 
específicos del conejo, no fluorescentes, son fijados sobre el antígeno; los 
anticuerpos en exceso se eliminan por lavado, luego, en una segunda etapa, se 
aplica un suero comercial fluorescente de antiglobulinas de conejo. 

La observación se realiza utilizando un microscopio equipado para epifluorescencia. 

2. Prueba de ELISA 

La prueba de ELISA (Enzyme Linked Inmuno-Sorbent Assay) permite la identificación 
y posiblemente el recuento de microorganismos. Actualmente se ha adaptado a la 
caracterización de rizobios en cultivos puros o en nódulos. 

Los rizobios se adsorben sobre una fase sólida (placas de microtitulación en poliestireno) 
donde son específicamente reconocidos por anticuerpos acoplados a una enzima (reacción 
directa). Para la reacción indirecta, después de la fijación de anticuerpos homólogos, se 
usa un conjugado de antiglobulina marcado con una enzima. El agregado del sustrato de 
la enzima induce una reacción coloreada cuya intensidad es proporcional a la cantidad 
de rizobios existentes. 


INFORMACION ADICIONAL 

■ FVHRMANN J. and WOLLUM II A.C. (1985). Simplifted enzyme-Unked 
immuno- sorbent assay for romine Identification of Rhiwbium japonicum 
antigens. Appl. Environ. Microbiol. 49 ; 1010 - 1013. 
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Las pruebas serológicas pueden hacerse sobre un nddulo macerado. Los resultados se 
obtienen por simple observación visual; con tinción o sin tinción. La técnica es simple, 
rápida y no requiere grandes equipos. Está particuiarmente adaptada al análisis de cepas 
de rizobios existentes en los nódulos y facilita el estudio de la competencia entre cepas 
de rizobios en la formación de nódulos (ver IV EXPE 3). 

n. PREPARACION DE ANTIGENOS 

La preparación de inmunosueros deberla ser hecha sólo en un laboratorio bien equipado 
adaptado a este tipo de procedimiento; cada laboratorio deberá determinar las condiciones 
de uso de los reactivos (nivel de especifícidad - dilución óptima). 

1. Procedimiento de inyección 

cultivar durante 5 días en ELM liquido, a 28*‘C, con agitación, 
centrifugar a 5 000 g durante S minutos, 
lavar tres veces con solución estéril de NaCI 0,8%. 
ajustar la suspensión a aprox. 10* - 10'° bacterias/ml. 

distribuir en tubos estériles; eliminar los antlgenos flagelares mediante 
calentamiento con vapor de agua (lOO^C) durante una hora. 

agregar a x mi de suspensión x/100 mi de una solución de tiomersal 1% 
(inhibidor del crecimiento bacteriano). 

los tubos se almacenan a -20°C y se descongelan cuando se necesitan para las 
inyecciones, realizadas en conejos (especies neocelandesas) de acuerdo al 
siguiente protocolo: 

Día 1 0,5 mi vía intravenosa (IV) 

Día 2 ImiaV) 

Día 3 l,5miaV) 

del Día 4 al Día 6 no inyectar 

Día 7 l,5miaV) 

Día 8 2 mi (IV) 

Día 9 2 mi (IV) + 2 mi vía subcutánea (SC) 

del Día 10 al Día 15 no inyectar 

Día 16 determinación del titulo (muestrear 3-4 mi) 

realizar una nueva inyección subcutánea una vez cada 15 días para mantener el 
título cuando éste es suficiente (1/1 280). 

2. Determinación del titulo 

colocar 25fil de suspensión bacteriana en cada impresión circular (diámetro = 7 
mm) de 2 portaobjetos "microprint*. 


I 
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pennitir el secado de la suspensión; fijar las bacterias por calor o poniendo los 
portaobjetos en acetona por 5 minutos. 

tomar 3 a 4 mi de sangre; permitir que coagule por 2 a 4 horas a 20°C, luego por 
una noche a 4°C; centrifugar a S 000 g durante IS minutos; conservar el suero 
sobrenadante. 

diluir este inmunosuero a 1/10, 1/20, 1/40, 1/80, .... 1/5120, ... 

agregar una gota de suero antibacteriano diluido en las impresiones del 
portaobjeto *microprint* (2 impresiones por nivel de dilución); dejar incubar por 
30 minutos. 

eliminar el exceso de anticuerpos con 2 lavados de 15 minutos con SFB pH 7,2. 

después que los portaobjetos están secos, verter en las impresiones una gota de 
suero Anti IgG (H + L) de conejo, adecuadamente diluido (por ejemplo. 
Producción del Instituto Pasteur, ref. 74 561, diluido 1/100); incubar por 30 
minutos. 

realizar 2 lavados sucesivos de 15 minutos en SFB pH 7,2, luego un lavado de 
5 minutos con agua destilada. 

montar los portaobjetos, cuando están secos, en glicerina buffer (pH 7,2) y 
observar en un microscopio con epifluorescencia. 

(glicerina buffer = agua destilarla : 100 mi + glicerina bidestilada: 50 mi + 
NajHP04.12 HjO; 3,2 g + NaH,P04.2Hj0: 0,15 g). 

anotar de + a + + + de acuerdo a la intensidad de fluorescencia de la pared 
celular. 

si los inmunosueros reaccionan positivamente (marcado característico de la pared 
celular + + +) para diluciones mayores de 1/1280, realice una punción cardíaca 
y trate la sangre como antes (coagulación y luego centrifugación). 

si el título es menor de 1/1280, realice una nueva serie de inyecciones: 

Día 20 2 mi (IV) 

Día 21 2 mi (IV) 

Día 22 2 mi OV) 

del Día 23 al Día 29 no inyectar 

Día 30 determinación del título 

Día 31 punción cardíaca 

3. Precipitación de globulinas y diálisis 

- colocar en un tubo de centrífuga; 

10 mi de inmunosuero 
10 mi de NaCl 0,8% 

20 mi de (NH 4 ) 2 S 04 saturado (3,9 M, o 51-52 g/100 mi) 
agregar el sulfato gota a gota, lentamente, con agitación circular constante; 
mantener a 4°C durante la noche (o 4 horas a temperatura ambiente). Copyrighted material 
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Centrifugar a S 000 g durante 13 minutos, a 4”C. 

Tirar el sobrenadante. Disolver el precipitado con agua destilada (10 mi, para 
recuperar el volumen inicial de suero). 

Agregar nuevamente, gota a gota, 10 mi de (NH«)2S04 saturado con agitación 
circular constante, lu^o centrifugar a 10 000 g durante 13 minutos, a 4°C. 

Tirar el sobrenadante y proceder como antes (disolver el precipitado con agua 
destilada, agregar 10 mi de (NH^ljSOt saturado, centrifugar, ...) con un total de 
3 precipitaciones con (NH4)2S04. 

Disolver nuevamente el tercer precipitado con un volumen mínimo de agua 
destilada (aproa. 2 mi), luego lavar 3 veces sucesivamente el tubo de centrífuga 
con 1 mi (con un volumen total de aproximadamente 3 mi). 

Colocar esos 3 mi en una bolsa de diálisis y dializar a 4’’C en SFB pH 7,2 con 
agitación magnética lenta; el bario de diálisis debe ser frecuentemente renovado 
con SFB pH 7,2. 

Verificar la ausencia de NH,'*' con reactivo de Nessler. Cuando la reacción es 
negativa (ausencia de color naranja), el contenido de la bolsa se vierte en un tubo 
y la bolsa se lava con 1 mi de SFB agregado al contenido de la bolsa. Las 
globulinas también pueden conjugarse con cromofluor, o acondicionarse para 
almaceiuuniento. 

4. Conservación de sueros no marcados 

Los sueros se liofilizan o se almacenan a -20°C en tubos ^>pendorf, con 0,2 mi 
por tubo; serán descongelados y diluidos cuando sea necesario. 

ni. PRUEBA DE INMUNOFI.UORESCENCIA DIRECTA 

1. Reactivos 


Suero Fisiológico BufTer (SFB): 

NaCl : 8,0 g - NajHP04. 12HjO : 2,7 g - NaHjP04.2H,0 : 0,4 g. Ajustar a 1 
litro con agua destilada fresca; verificar el pH; debe ser 7,2. 

Carbonato ácido de sodio M; 

NaHC03 : 8,4 g - agua destilada csp 100 mi. 


Carbonato de sodio M; 

Na}COj.l0H,O : 28,6 g - agua destilada csp 100 mi. 


Solución carbowax al 10%: 

Carbowax 4000 : 100 g - SFB, pH 7,2 : - csp 1000 mi. Disolver el carbowax 
con agitador magnético; verificar el pH después de la disolución. 


Glicerina BufTer: 

NajHP04.12H,0 : 3.2 g - NaHjP04.2Hj0 : 0,13 g 
- glicerina bidestilada : 30 mi. 


- agua destilada : 100 mi 
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2. Combbucitfn ^ globulinas - Is<Miocianato de fluorescefna (ITCF) 

Colocamos sobre las globulinas una cantídad de ITCF igual a 1/SO de su peso, en un 
medio buffer (pH 9 - 9,3). 

titular las globulinas usando un método de determinación de proteínas tipo Lowry 
o con un método de determinación en kit (por ejemplo, Protein Assay Kit I, Bio 
Rad Laboratories, Alemania). 

preparar ex tendrá una solución de ITCF a 10 mg/ml en un buffer fosfato 0, 15 
M, pH 9,2 - 9,5 o en carbonato ácido de sodio (el pH se ajusta a 9,5 agregando 
cartráiato de sodio M). 

colocar la solución de globulinas en un vaso de Bohemia de 50 mi. 

agregar el volumen necesario de solución de ITCF para llevar el peso del ITCF 
al correspondiente a 1/50 del peso total de las globulinas. 

controlar permanentemente el pH (para alcalinizar el pH, agregar carbonato; para 
acidificar, agregar carbonato ácido). 

mantener a temperatura ambiente por 4 a 6 horas. 


3. Cromatografía de la mezcla de reactivas en una columna de Sephadex G50 
a) Preparación de la columna 

usar 8 g de Sephadex GSO de granulometría fina. 

1 g de Sephadex absorbe 5 g de agua y ambos, partículas y líquido, ocupan un 
volumen de 10 mi y permiten la purificación de aproximadamente 20 mg de 
proteínas conjugadas. 

se usa una columna de vidrio de 25 mm de diámetro y 250 mm de alto. La base 
es ocupada por un pequeño trozo de algodón. La base del tubo tiene un sistema 
de cierre (por ejemplo, un tubo de goma con una pinza). 

Nota: Veríñcar que la columna esté en posición vertical. Es necesario evacuar los gases 
del Sephadex antes de colocarlo en la columna; para ello, ponerlo en un irasco 
de vacío y crear un vacío. 

colocar lentamente el Sephadex en un vaso de Bohemia conteniendo 150 mi de 
SFB pH 7,2; dejar embdier por 5 minutos. 

verter el fluido pastoso en la columna; cuando el Sephadex ha sedimoitado, 
cubrir con un círculo de papel. 

lavar el Sephadex con 50 mi de buffer sin deformar su borde superior, que debe 
estar perfectamente uniforme y horizontal. 
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Atención; d Sephadex nunca debe dejarse secar. Si la columna no parece homogénea, 
debe ponerse de nuevo en suspensión por agitación y permitirle sedimentar 
nuevamente. 

b) Pas^e de la mezcla reactiva a través de la columna 

dqar escurrir el exceso de buffer; cuando el liquido alcanza el nivel del circulo 
de papel, vertir cuidadosamente la mezcla reactiva. 

observar el pasaje del liquido a través de la columna. 

tirar d buffer que sale antes de la solución de conjugado, que se caracteriza por 
la aparición de color; observar la solución coloreada de conjugado en la parte 
inferior de la columna; recoger la solución de conjugado en pequeñas fracciones; 
mezclar cuidadosamente las fracciones más coloreadas y diminar las otras. 

4. Determinación de la relación fluoresceína/anticuerpos 

Esta relación deberla estar entre 1 y 5 para una óptima respuesta y observación. 

a) Titulación de la fluorescelna 

diluir el conjugado al 1/SO en NaOH 0,1 N (0,1 mi de conjugado + 4,9 mi 
NaOHO,l N). 

determinar la densidad óptica (DO) a 493 nm. 

la densidad óptica de una solución conteniendo 2 /ig de fluorescelna combinada 
a globulinas es 0,3S6. 

cantidad de fluorescelna (jig ) : 2 x DO x 50 x n 

0,356 

(n = volumen de conjugado) 

b) Titulación de proteínas 

La presencia de fluorescelna limita los métodos de titulación de proteínas basados en la 
absorción de la luz a 280 nm, y el método colorimétrico del biuret. Puede usarse el 
método de Lowry et al (1951) a 750 nm. 

La relación ponderada fluorescelna/protelna (;ig/mg) multiplicada por 0,41 da la relación 
molecular. 

5. Concentración de la solución de globulinas fluorescentes 
a) Por diálisis / carbowax 4000 

realizar una diálisis contra una solución de carbowax 4000 al 10% en SFB. 
Concentrar hasta obtener un volumen menor de 5 mi. 
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solución de globulinas 
conjugadas 

solución de carbowax 4000 
(10% en SFB) 

agitador magnético 


lavar cuidadosamente con agua el exterior de la bolsa. 

verter el conjugado en una bureta graduada, enjuagar el interior de la bolsa con 
pequeñas cantidades de SFB y completar el volumen del conjugado a S mi. 

agregar S mi de glicerina bidestilada; conservar a 4°C en la oscuridad. 

b) Por evaporación 

Evaporar a 4*C (con secador de cabellos). 

6. Conservación de sueros marcados 

los sueros se liofílizan o se almacenan a -20°C en tubos Eppendorf (0,2 mi por 
tubo), y se descongelan y diluyen cuando es necesario. 

7. Aplicación para la caracterización de cepas 

El suero debería aplicarse en varias diluciones sobre cepas no homólogas de manera de 
probar su especifícidad. Se usa en la dilución adecuada para evitar las posibles reacciones 
cruzadas. 

La caracterización de las cepas se realiza colocando sobre portaobjetos algunas 
suspensiones bacterianas obtenidas de cultivos puros, colonias en placas de Petri o 
nódulos macerados, etc. 

El procedimiento es simple comparado con el indirecto usado antes para la determinación 
del título: 

después de dqtositar secar y fíjar las bacterias, se cubre la suspensión con una gota 
de suero antil»cteriano diluido, 

incubar por 30 minutos, lavar dos veces durante IS minutos con SFB pH 7,2 y lu^o 
enjuagar S minutos en agua destilada, 

montar los portaobjetos, después de secar, en glicerina buffer y observar. 
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rV. PRUEBA DE ELISA 

1. Reactivos 

Buffer SFB - Tween 

Tween : 0,5 ral - SFB pH 7,4 : 999,5 ral 

Sustrato buffer (fosfatasa alcalina) 

Dietanolamina ; 97 mi concentrada - agua destilada : 800 ral 
ajustar el pH a 9,8; ajustar el volumen a 1 litro. 


2. Procedimiento experimental 

a) depásito de antfgenos 

preparar la suspensión bacteriana en agua destilada, 
medir la absorción a 620 nm. 

diluir de manera de ajustar todas las suspensiones a la menor DO. 
colocar 100 ¡A por cavidad en las placas de titulación para técnica de ELISA, 
secar por 48 horas en agitación en un incubador a 27°C. 
lavar 3 veces con SFB - tween. 

b) depósito de suercK de con^o 

preparar las diluciones deseadas en tween 20. 
colocar 100 ¡il por cavidad, 
incubar durante 4 horas mínimo en agitación a 27°C. 
lavar 3 veces con SFB - tween. 

c) depósito del coigugado (suero de cabra - fosfatasa alcalina) 

diluir el conjugado a 1/1000 en SFB - tween. 
colocar 100 pl de conjugado diluido por cavidad, 
incubar durante 4 horas mínimo en agitación a 27°C. 
lavar 2 veces con SFB - tween, luego una vez con SFB. 

d) depósito del sustrato (para-nitro-fenil-fosfato, PNFF) 

disolver el sustrato en la relación 1 mg/ml en el sustrato buffer. 
colocar 100 ^1 por cavidad. 

permitir el desarrollo de la reacción y leer la DO a 405 nm. 

Para cada suero, es necesario determinar su título y especificidad; 

preparar una serie de diluciones al 1/10, 1/30, 1/100, ..., 1/300, ..., 1/300 000. 
Hacer 4 repeticiones para cada nivel de dilución y cada cepa probada. 
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AISLAMIENTO DE PIASMIDOS 


FAO 

n RHIZ 2C PAGINA 1/2 

AUTOR : J.C. CLEYET-MAREL 


La presencia o ausoicia de moléculas de plásmidos puede usarse para diferenciar entre 
cq»s bacterianas. Los plásmidos son moléculas de ADN extracromosómico, que no son 
esenciales para la sobrevivencia de los microorganismos. Los plásmidos son fácilmente 
detectados y caracterizados: cada uno tiene un peso molecular que condiciona su 
movilidad electroforética sobre gel de agarosa. La comparación con estándares de masa 
conocida da una estimación del peso molecular. 

El método que se describe (oríginalmente de Eckhardt, 1978; y modiñcado por 
Rosenberg et al., 1982) permite una determinación rápida y económica del contenido 
de plásmidos de una pequeña cantidad de células. Más aún, los plásmidos de un gran 
tango de tamaño (desde unos pocos kilodalum (kd) a más de 3()0 kd para Rhizobium 
meUloti, por ejemplo) pueden ser detectados. Esta técnica, que funciona bien pata R. 
tneliloti, también ha sido utilizada exitosamente con otros tipos de bacterias 
iAgrobaaerium, por ejemplo). Aún cuando esta técnica es simple, debe usarse en 
laboratorios provistos con el equipamiento necesario para biología molecular. 

Los plásmidos así detectados pueden servir como: 

caracteres de diferenciación para cultivos puros 

marcadores especfñcos: es verdad que algunos plásmidos tienen la habilidad de ser 
transferidos (por diferentes mecanismos) de una bacteria a otra, diseminándose a una 
población muy heterogénea. Sin embargo, otros plásmidos son estables dentro de una 
cepa bacteriana determinada, y pueden entonces 'marcar* una cepa para estudios de 
competid vidad. En este caso, es absolutamente necesario un estudio preliminar de 
la estabilidad del plásmido en la cepa considerada. 


INFORMACION ADICIONAL 

. ECKHARDT T. (1978). A rapid method for the identification ofplasmid 
deoxyribonuclei acid in bacteria. Plasmid, 1: 584 -588 
. ROSENBERG C, CASSE-DELBAICr F.. DUSHA DAVID M. and 
BOUCHER C. (1982). Megaplasmids in the plant-associated baaeria 
Rhizobium meUloti and pseudomonas solanacearum. J. Bacterial, 150: 
402 -406 
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REACTIVOS 


I. Composición 


- TE,: 
Sarkosyl: 

- TBE: 

Solución A: 


Solución B: 
Solución C: 


Tris (SO mM) + EDTA (20 mM); pH 8 
0,1% en el TE, 

Tris (89 mM) + EDTA Na, (2,5 mM) + ácido bórico (89 mM); 
pH 8,2 

lisozima (7500 U.mr') + ARNasa (0,3 Kunitz.ml ') + azul de 
bromofenoi (0,05 P/V) + Picol 400 (20% P/V); en TBE 
(preparación de ARNasa; disolver en acetato de sodio buffer 
0,4 M, pH 4, calentar 2 minutos a 98*C). 

DSS (0,2% P/V) + Fkol 400 (10% P/V); en TBE 
DSS (0,2% P/V) + Picol 400 (5% P/V); en TBE 


2. Rol de los diferentes reactivos 


sarkosyl: remueve parcialmente mucus y afecta la permeabilidad de la membrana 
externa 

tris: buffer para pH 

EDTA y/o alto pH: inhibe la actividad de ADNasa 
lisozima; lisis de la pared celular de bacterias 
ARNasa; degradación de ARN 

azul de bromofenoi; colorante de marcado en electroforesis 
Picol 400: incrementa la densidad de la muestra: concentraciones decrecientes de 
Picol resultan en la fom^ión de tres bandas sucesivas, que causan una lenta 
penetración de DSS en la bacteria Usada. 

DSS (dodecil-sulfato de sodio): detergente aniónico para lisis bacteriana, 
especialmente pata Gram - 

el agregado de acromopeptidasa (Wako 5 mg/ml) a la solución A mejora la efíciencia 
de la digestión de la pared celular, lo cual es particularmente útil en el caso de 
algunas bacterias difíciles de Usar como Bradyrhizobiutn o actimomicetos Gram + 
como Frankia. 


PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

cosechar 10* células al final de su fase log 
centrifugar 1 a 2 minutos en tubos Eppendorf de 1 ,5 mi 
lavar el pelet de células con 0,5 mi de sarkosyl, centrifugar 
enjuagar en 0,5 mi de TE,, centrifugar 

suspender el pelet nuevamente en 50 /il de solución A. Agitar en vórtex por 10 
segundos, inmediatamente verter arriba del gel (0,7% agarosa en TBE) 
después de 10 minutos a temperatura ambiente, agregar delicadamente 50 /ti de 
solución B 

mezclar delicadamente las dos bandas con una diminuta varilla de vidrio (pipeta 
Pasteur fundida), agregar 100 /ti de solución C 
sellar las cavidades con 0,7% agarosa 
electroforesis: 4 horas a 100 V en el TBE buffer 
- colorear el gel en una solución 0,4 mg/l bromuro de eüdio 
tomar una foto con luz UV 
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CUANTinCACION DE RIZOBIOS: 
COMPARAaON DE METODOS 
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Se emplean varios pnx^edimientos para cuantificar rizobios; se mencionan en este 
capítulo los más comúnmente usados. 

I. RECUENTO AL MICROSCOPIO EN PORTAOBJETO 

El método consiste en colocar una gota (cuyo volumen es conocido) del cultivo a ser 
cuantifícado sobre un portaobjeto y cubrirlo con un cubreobjeto. Entonces se procede al 
recuento de las bacterias. 

Los mejores resultados se obtienen con la cámara de Petroff-Hauser, usando contraste 
de fase o después de tinción, con el sigüiente equipo: ocular: x IS, objetivo: x 60, x 100 
(inmersión). La celda de Thoma y la celda de Malassez son muy gruesas para permitir 
una buena observación. 

Las partículas presentes en muestras de suelo o de inoculantes generalmente hacen 
dificultosa la observación, y, usualmente, este método sólo se usa para cultivos puros. 
(También permite un rápido control, pero poco preciso, de la presencia de varios 
contaminantes). 

n. MEDIDA DE LA DENSIDAD OPTICA 

La densidad óptica (DO) de un cultivo es proporcional a la cantidad de bacterias; su 
medición permite estimar la población bacteriana. 

Se toma asépticamente una muestra de cultivo (aproximadamente S mi) y se coloca en 
una cubeta de espectrofotómetro; la DO se mide en una longitud de onda de 420 nm. 
Esta técnica se aplica sólo para cultivos puros, y no determina directamente la cantidad 
de bacterias. Sin embargo, si se realiza una estandarización entre DO y número de 
bacterias puede estimarse el número de bacterias existentes en el cultivo (esta 
estandarización tiene que ser hecha para cada cepa en estudio y cada medio de cultivo). 

Este método permite generalmente buenos resultados (buena estimación de la potencia 
de 10 de la población) con concentraciones de bacterias entre lO’ y lO’ 
microorganismos/ml (este rango varía de acuerdo a la cepa, si produce mucus o no, y 
de la precisión técnica del espectrofotómetro); trabaja bien para un seguimiento rápido 
del crecimiento de cultivos puros de rizobios (sin embargo, cuando el cultivo envejece, 
la opacidad del caldo no permite obtener resultados precisos). 

III. RECUENTO USANDO DILUCIONES EN PLACAS 

IV. RECUENTO USANDO LA TECNICA DE INFECCION EN PLANTAS 
Para estas dos técnicas, ver II RHIZ 3B y II RHIZ 3C, respectivamente. 
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V. RECUENTO USANDO INMUNOFLUORESCENCU SOBRE FILTROS 
Para esta técnica, ver II RHIZ 3D. 


VI. RECUENTO USANDO LA TECNICA DE ELISA 

La intensidad de la tinción desarrollada cuando se aplica la técnica de ELISA (II RHIZ 
2B) es proporcional a la intensidad de la reacción serológica, o sea a la cantidad de 
andgenos (por lo tanto, a la cantidad de bacterias) presrates (dentro de un rango de 
concentración de bacterias aproa. lO* a 10* bacterias/ml). Si se lleva a cabo, como para 
la DO, una estandarización relacionando la intensidad de la reacción con el número de 
rizobios, se puede estimar la población existente de bacterias; este método tiene la 
ventaja de especiñcar bien las reacciones inmunológicas, pero requiere un importante y 
meticuloso ajuste. 


Vn. COMPARACION DE METODOS 


técnica 

resultados 

obtenidas 
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utilizacidn 
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diferendadón 
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simple; 
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simple: requiere 
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dilución en 
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mucha 
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planta 

no iniwidiats: 

requiere 
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murado de la 
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anticuerpos 

DO 
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inmediata; 
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intensidad de 
mareado 

muy 
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DO 
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RECUENTO DE RIZOBIOS 
USANDO LA TECNICA DE DILUCION 
EN PLACAS DE PETRI 
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AUTOR : 

S. VERNIAU 


Esta técnica puede ser usada para recuento de bacterias a partir de un cultivo liquido o 
de un inoculante con soporte estéril (ver III INOC 3). 

I. PRINCIPIOS 

Diluciones sucesivas de la muestra; 

Incorporación de estas diluciones a un medio nutritivo de agar usando placas de 
Petri; 

Recuento de las colonias de rizobios que aparecen después de un período de 
incubación determinado. 

Cada colonia representa al menos un rizobio vivo en el caldo usado para sembrar la 
placa, por lo tanto, podemos calcular el número de rizobios en el cultivo original. 

n. EQUIPAMIENTO 

Equipamiento: 

- .1 placa de calentamiento - un recipiente de 3 litros; 

1 baño de maría, volumen; 3 litros, con control de termostato de ± 2°C; 

1 agitador de tubos, de funcionamiento automático al simple contacto con el tubo; 

1 mechero Bunsen; 

1 soporte de altura regulable, plataforma 10 x 10 cm (o un vaso de Bohemia más 
alto que el mechero Bunsen); 

1 gradilla para tubos de 22 mm de diámetro, capacidad mínima: 12 tubos; 

1 gradilla para tubos de tapón de rosca, diámetro 16 mm, cortos, para 12 tubos. 

Preparar: 

12 tubos de tapón de rosca 16/125 mm con 9 mi de agua estéril; 

14 pipetas graduadas de 1 mi estériles; 

12 tubos de ensayo 22/220 mm con 18 mi de ALM (ver II RHIZ IB para la 
composición de este medio), cada tubo esterilizado y tapado con algodón; 

12 placas de Petri, diámetro 90 mm, estériles. 


INFORMACION ADICIONAL 

• THOMPSON J.A. (1980) Production and guality control of legume 
inoculants. EIn : Methods for Evaluating Biological Nitrogen Fixation. 
Bergersen F.J. ed., John Wiley and Sons, New York, USA, pp. 
489 - 534. 

• VINCENT J.M. (1970) A Marmol for the Practical Study of Root-Nodule 
Bacteria. l.B.P. Handbook N^IS, Blackwell Scientiflc Publications, 
Ojford, 164 p. (en inglés y español). 
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III, PROCEDIMIENTO 

El trabajo se realiza en un cuarto estéril o en cámara de flujo laminar. 

1. Calentar el agua en el baño de mana hasta 45°C. 

2. Colocar los 12 tubos con el medio de ALM en un recipiente con agua bien 
hirviendo. Los tubos están en la gradilla. El propósito de esta etap>a del 
procedimiento es licuar el agar; cuando está fundido, colocar los tubos en el baño 
de maria a 45°C. 

3. Numerar los tubos de tapón de rosca de -1 a -8 y colocarlos en la gradilla en un 
cuarto estéril. 

4. Preparar las placas de Petri'. Numerar las 12 placas de A-5 a A-8 con 3 placas para 
cada dilución. La letra A corresponde a la primera serie de recuentos en caso de 
haber un error en el procedimiento, que haría necesario preparar una serie B. Los 
números -5 a -8 corresponden a la dilución del medio. Use un marcador de vidrio 
con punta de fibra para escribir el número sobre la tapa de la placa de Petri. 

5. Encienda el mechero Bunsen. Ajuste la plataforma del soporte regulable a la altura 
de la llama. 

La mesa del laboratorio deberá acondicionarse como sigue; 



Preparación de las diluciones 

6. Tomar una pipeta de 1 mi en la mano derecha (m.d.); 

7. Abrir el frasco o el tubo conteniendo el cultivo cerca de la llama con la base de la 
m.d. (palma sobre el lado del dedo meñique); 


‘ Los niveles de dilución mencionados en este punto se usan cuando la concentración 
de bacterias está entre 3.10‘ y 3.10'° Rhizohhimlm\. Para otras concentraciones 
deben modificarse las diluciones. 
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8. Agitar el frasco o el tubo sostenido en la mano izquierda (m.i.); 

9. Retirar I mi de suspensión con la pipeta mediante succión y expulsión tres veces: 

10. Sostener la pipeta, usando el dedo índice derecho, la punta apuntando hacia la llama, 
pero no dentro de ella. Cierre el frasco. 

11. Tomar el primer tubo con tapón de rosca marcado -I en la m.i.; 

12. Desenroscar cerca de la llama, tomando el tapón en la base de la m.d.; 

13. Sostener la tapa entre la palma y el dedo meñique; 

14. Pasar rápidamente la boca del tubo a través de la llama; 

15. Liberar I mi de suspensión; 

16. Enjuagar 3 veces la pipeta |x>r succión y expulsión; 

17. Pasar la boca del tubo a través de la llama; 

18. Cerrar el tapón fuertemente usando la m.i. para girar el tubo; 

19. Descartar la pipeta; 

20. Tomar una nueva pipeta (1 mi) en la m.d.; 

21. Agitar el tubo -I sostenido con la m.i. en el agitador; 

22. Desenroscar usando la base de la m.d.; 

23. Pasar la boca del tubo a través de la llama; 

24. Retirar 1 mi; 

25. Pasar la boca del tubo a través de la llama; 

26. Cerrar enroscando el tapx)n; 

27. Devolver el tubo a la gradilla. Tomar el tubo -2, desenroscar el tapón. Flamear la 
boca. Llenar con 1 mi de suspensión. Enjuagar. Flamear. Enroscar el tapón. 

Descartar la pipeta. Tomar una nueva pipeta y continuar como se describió arriba 
(exactamente como está descrito en los procedimientos 1 1 a 27) hasta la dilución -8. 

No olvide flamear las bocas de los tubos cada vez que se abren y cierran, enjuagar 
las pipetas por succión y expulsión 3 veces cuando se retira o se libera una muestra, 
trabajar siempre cerca de la llama, nunca pasar una pipeta a través de la llama pues 
podría matar las bacterias y agitar siempre los tubos antes de la toma de muestra. 

Copyrighted material 



n RHIZ 3B PAGINA 4/5 


Inoculación del cultivo 

28. Colocar las 3 placas Petri -8 una sobre la otra; 

29. Tomar una pipeta estóril de 1 mi en la m.d.; 

30. Tomar el tubo -8 (comenzar con la soluciái más diluida); 

31. Agitarlo 2-3 segundos en el agitador. Remover el tapón, flamear, retirar 1 mi de 
suspensión, mantenerlo en la piptía, flamear y enroscar el tapón como se describió 
arriba (12, 13, 14, 9, 10, 17, 18); 

32. Poner nuevamente el tubo -8 oi la gradilla; 

33. Retirar un tubo de ensayo conteniendo ALM del baño de maria usando la m.i.^; 

34. Remover el tapón con d dedo nwñique de la m.d.; 

35. Flamear la boca del tubo de ensayo; 

36. Soplar 1 mi de suspensión dentro del tubo; 

37. Flamear; 

38. Cerrar el tapón; 

39. Agitar; 

40. Colocar la pipeta en el soporte r^ulable, la punta apuntando hacia la llama; 

41. Tomar el tubo de ensayo en la m.d.; 

42. Destapar el tubo de ensayo cerca de la llama con la m.i.; 

43. Tirar el tapón de algodón (la solución mis rápida y segura es tener una papelera a 
sus pies para recibir el algodón); 

44. Abrir apenas la tapa de la placa de Petri con la m.i.; 

45. Pasar rápidamente la boca del tubo de ensayo a través de la llama teniendo cuidado 
de no recalentar el vidrio, lo que podría matar los rizobios; 

46. Verter el contenido del tubo de ensayo en la pluai de Petri con un simple 
movimiento rápido; 

47. Cerrar la tapa; y sin demora: 

48. Mantener la placa Petri sobre la superficie de la mesa del laboratorio, deslizaría con 
un movimiento de rotación de manera de distribuir las bacteria uniformemente en el 
medio. Los procedimientos que involucran agar deben realizarse rápidamente 
después de retirarlo del baño de maria porque el agar solidifica muy rápido a 
temperatura ambiente. 

49. Tomar nuevamente el tubo de ensayo -8 y proceder de la misma manera para la 
segunda placa de Petri y luego para la tercera; 

50. Cuando las tres placas están preparadas, colocarlas en lugar seguro; 

51. Continuar los mismos procedimientos hasta la dilución -5. Se puede usar la misma 
pipeta. CuaiKk) se trabaja con placas de Petri, debe cuidarse de no alcanzar la tapa 
con el agar y también esperar hasta que el agar esté suficientemente sólido (5 
minutos) antes de mover las placas; 

52. Poner Parafilm alrededor de las placas de Petri (evitando el secado del medio), 
agruparlas en posición invertida (tapa hacia abajo); 

53. Colocar todas las placas de Petri en posición invertida en un incubador a la 
oscuridad, a 28-30°C (temperatura de crecimiento para rizobios tropicales). 


’ Otro procedimiento: se coloca 1 mi de suspensión directamente dentro de la placa 
de Petri y se vierte el medio de agar sobre él; con este procedimiento, no se pierde 
ninguna bacteria en el ALM a lo largo del tubo. 
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Control de Us placas 

Para detectar posibles contaminantes, 

54. Se realiza una primera lectura después de 48 horas de cultivo. Si hay contaminantes 
presentes, podemos saber si provienen exclusivamente del inoculante por el hecho 
de que estarán iiKluídos en el agar (y no sólo en la superficie) y si los mismos 
contaminantes (misma apariencia, mismo color) están presentes en la secuencia de 
diluciones; 

53. Comenzando el primer diá, observar la presencia de rizobios de crecimiento rápido, 
que obtienen su máximo número en 2 a 3 días y observar en el tercer dta la 
presencia de Bradyrhizobium de crecimiendo lento, que alcanzan su máximo 
crecimiento en 3 a 10 días; 

56. A simple vista, sostener aula placa contra la luz. Asegurarse de no levantar la tapa 
cuarKlo se manipulea las placas. El crecimiento variará de acuerdo a la cepa, con 
algunas creciendo lento (la mayoría de las cepas específicas conocidas para soja) o 
rápido (la mayoría de las cepas especíñcas conocidas para frijol). 


Recuento de las colonias (te rizobios 

Dependiendo de la tasa de crecimiento de los rizobios y de la temperatura del incubador, 

57. Los recuentos se realizan entre el quinto y el décimo día. Cuando se comienza por 
las menores diluciones y se continúan hacia las mayores, se ve primero un velo de 
colonias en el agar y sobre la superficie, luego colonias más diferenciables y 
Analmente bien separadas. Usar la dilución que contiene entre 30 y 300 colonias por 
placa de Petri. El recuento es muy fácil cuatKk) se usa una luz oblicua. El número 
básico usado en los cálculos es el promedio de las 3 placas de Petri. Multiplicando 
el número básico por la dilución, se obtiene el número de rizobios y de los posibles 
contaminantes. 

templo 


AlTTTTni 

lili 


Suspensión orif üul 

Dilución 

-5 -6 

^ / 

-7 -B 

\ 



O 

G 

O 

O 

Apariencia de cultivo 
después de la incubación 
Recuento de colonias 
de ¡Mzobium 

cultivo muy 
denso con 
pocas colonias 
separables 

colonias bien 
separadas pero 
muy 

numerosas 

61 

66 

74 

media: 

67 


Número de rizobios por mi de suspensión original aprox. 7.10* 
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El método descrito en este trabajo permite la determinación del número de Rhizobiim 
especffícos para una planta dada en un suelo o en un inoculante. 


I. PRINCIPIOS 

Se inocula un cierto número de plantas, crecidas en condiciones estériles, con una serie 
de diluciones del suelo estudiado. Se acepta como axioma que la subsecuente presencia 
de un nódulo sobre una planta revela la presencia de al menos un tOúzobium específico 
en la dilución considerada. El número de Rhiwbium presentes en el suelo se deduce 
entonces utilizando tablas estadísticas. 

El cultivo de plantas se realiza de acuerdo a uno de los métodos descritos en IV EXPE 
lA o IB, dependiendo del tamaño de las semillas utilizadas. 


II. PREPARACION DE DILUCIONES E INOCULACION DE PLANTAS 
1. Materiales requeridos 

32 plantas vigorosas (en tubos o macetas estériles) de 3 a 5 días; 

1 Erlenmeyer con 90 mi de agua estéril; 

6 tubos conteniendo 4 mi de suero fisiológico (NaCl 0,9%); 
pipetas de 1 mi estériles ; 

un cultivo puro de Rhizobium específico para la planta estudiada. 


INFORMACION ADICIONAL 

• BROCKWELL J. (¡980) Experimetus with crop and pasture legumes. 
Principies and practice. £d ; Methods for Evaluating Biological Nitrogen 
Fixaiion. F.J. Bergersen ed., John Wley A Sons Ud.. New York, 
pp. 417 -m. 
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2. Procedimientos 

Pesar 10 gramos de suelo o de inóculo; suspender en los 90 mi de agua estéril y luego 
agitar la solución por 10 minutos. 

Hacer diluciones seriadas tomando 1 mi de esta solución y diluyéndolo en un tubo que 
contiene 4 mi de suero fisiológico estéril. Por lo tanto, este tubo contiene una dilución 
1/SO de la muestra de suelo. Repetir esta operación con 1 mi del contenido de cada tubo. 
De esta forma se realizarán seis diluciones al quinto. 

Se utilizan cuatro alícuotas de 1 mi de cada dilución para inocular 1 mi por planta (4 por 
dilución). Cuatro plantas sin inocular se dejan como control negativo y otras 4 se 
inoculan con un cultivo puro de Rhizobium como control positivo. 

Después de cuatro semanas de cultivo, habiendo regado las plantas en caso necesario, se 
analizan los resultados por la presencia o ausencia de nódulos en las plantas. 


m. RECUENTO DEL NUMERO DE RHIZOBIUM 

Las plantas noduladas permiten la determinación de números característicos, de acuerdo 
al siguiente ejemplo: 


Dilución 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

50 

250 

1 250 

6 250 

31 250 

156 250 

Número de tubos en los que 
las plantas tienen nódulos 

B 

B 

2 

1 

0 

0 


Entonces, el número característico es: 442 100 

La Tabla 1 indica, en función del número característico encontrado, cuál es la 
concentración de Rhizobium por mi en la suspensión usada para hacer la primera 
dilución. 

En el ejemplo de arriba, el número de Rhizobium era: 

Número característico: 442 100 

Número por mi en la suspensión inicial: 108 

Volumen de suspensión inicial 90 mi + 10 g de suelo = 100 mi 

Peso de suelo utilizado: 10 g 

108 X (90 + 10) 

Por lo tanto, N = = 1080 Rhizobium/g 

10 
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cancte- 

rbtica 

número 

ettÍRHÚO 

cametn- 

rfalica 

número 

eatimado 

caiade- 

liitica 

número 

eetimado 

caiBcte- 

rfMica 

número 

100000 

1.1 

401000 

10,8 

440200 

71 

444030 

450 

200000 

2.6 

411000 

15.1 

441200 

98 

444130 

630 

300000 

4,6 

421000 

21i 

442200 

141 

444230 

910 

♦00000 

S.O 

431000 

32,8 

♦43200 

218 

444330 

1 410 

010000 

1.0 

402000 

14,1 

440300 

91 

444410 

1 430 

110000 

2.3 

412000 

19.6 

♦41300 

126 

444420 

2 030 

210000 

4,0 

422000 

28,3 

442300 

182 

444430 

3020 

310000 

6.S 

432000 

43,6 

443300 

282 

444440 

5 oso 

020000 

2,1 

403000 

18.1 

444100 

290 

444401 

1 350 

120000 

3.5 

413000 

25.2 

444200 

410 

444411 

1 880 

220000 

5.5 

423000 

36.4 

♦44300 

600 

444421 

2 690 

320000 

8.7 

433000 

56.5 

444400 

1 010 

444431 

4 100 

030000 

3.0 

441000 

57 

444010 

270 

444402 

1 770 

130000 

4.9 

442000 

31 

444110 

380 

444412 

2 450 

230000 

7,2 

443000 

121 

444210 

540 

444422 

3 530 

333000 

11.3 

444000 

202 

444310 

820 

444432 

5 440 

410000 

11.4 

440100 

54 

444020 

350 

444403 

2 260 

420000 

16,2 

441100 

75 

444120 

490 

444413 

3 140 

430000 

24,2 

442100 

108 

444220 

710 

444423 

4 550 

440000 

40.4 

443100 

164 

444320 

1 090 

444433 

7 060 







444441 

7 100 







444442 

10 100 







444443 

15 100 








25 200 


Tabla 1; Número mis probable de bacterias 


Diluciones al quinto. Cuatro plantas inoculadas con I mi (tomado de Brockwell, 1980). 

Con este método, los límites de variación posible del valor obtenido, al 93% de 
probabilidad, pueden calcularse usando la siguiente fórmula: 

Limite superior N x 2,6 
limite inferior • N x 1/2,6 

En nuestro ejemplo, estos límites deberían ser: 

Número estimado: 1080 Rhizobium Ig 
limite superior = 1080 x 2,6 = 2808 
limite inferior » 1080 x 1/2,6 = 413 
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Este método permite el recuento de Rhizobium cuando los números están dentro del rango 
de 1 a 2S 200 por mi de la suspensión original. Si los números son mayores, deben 
hacerse diluciones de la suspensión inicial. 


IV. UN POSIBLE METODO ALTERNATIVO 

Es posible contar con menor precisión haciendo 6 diluciones al décimo (1 mi diluido en 
9 mi de suero fisiológico estéril) y usando estas diluciones para inocular 3 plantas. La 
Tabla 2 se usa entonces, como se describe arriba, para determinar el número 
característico y calcular la concentración de Rhizobium en la suqiensión inicial. 


característica 

número 

estimado 

característica 

número 

estimado 

100000 

4 

332100 

1 470 

200000 

9 

333100 

4 240 

300000 

23 

333200 

9 190 



333300 

23 000 

210000 

15 

333210 

147 X 10^ 

310000 

42 

333310 

427 X lO' 

320000 

92 

333320 

933 X 10^ 

330000 

230 

333330 

2 400 X 10* 

321000 

147 



331000 

424 

333321 

149 X 10* 

332000 

918 

333331 

462 X 10* 

333000 

2 300 

333332 

1 099 X 10* 


Tabla 2: Número más probable de bacterias 
Diluciones al décimo. Tres plantas inoculadas con 1 mi (tomado de Brockwell, 1980). 
V. COMENTARIOS 

Las plantas no inoculadas o las inoculadas con una cepa pura específica de Rhizobium 
tienen las siguientes funciones; 

No inoculadas: deben permanecer sin nódulos. La presencia de nódulos probaría la 
existencia de contaminación y los resultados obtenidos en los otros tubos deberían 
ser cuidadosamente considerados. 

Plantas inoculadas: deben estar noduladas. La ausencia de nódulos podría indicar que 
hay condiciones limitantes para la nodulación. De nuevo, se debería ser muy 
cauteloso cuando se interpreten los resultados obtenidos de los otros tubos. 
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El uso de inmunofluorescencia (ver II RHIZ 2B) permite la cuantiñcación de rizobios en 
el suelo; este recuento consiste, después de haber separado las bacterias de las partículas 
de suelo, en concentrar las bacterias sobre un ñltro de membrana sobre el cual son 
serológicamente marcadas. 

Esta técnica de recuento tiene las siguientes ventajas; 

una excelente especifícidad y buena precisión; 

es más rápida que la técnica de recuento por infección en plantas (ver II RHIZ 3C). 
Sin embargo, está limitada por: 

la imposibilidad de contar todas las cepas correspondientes a la especie estudiada, 
porque hay carencia de un suero global; 

un nivel mínimo de detección relativamente alto (10* bacterias por gramo de suelo); 
este nivel varía de acuerdo al suelo, y depende del porcentaje de recuperación 
durante la extracción y del volumen máximo que puede ser filtrado. 


I. PREPARACION DE GELATINA RODAMINA 

preparar una solución de agua con 2% de gelatina; ajustar el pH a 10 - 11 con 
NaOH; hidrolizar esta solución por autoclavado a 120°C durante 10 minutos; 
después de enfriar ajustar nuevamente el pH a 10 - 11. 

conjugar la solución con isotiocianato de rodamina disuelto en un volumen mínimo 
de acetona, de manera de tener 8/xg de cromofluor por mg de gelatina; la reacción 
se efectúa en agitación lenta y constante durante al menos una noche a temperatura 
ambiente. 

eliminar el exceso de isotiocianato de rodamina por diálisis contra SFB pH 7,2 
(cambiar el SFB 4 veces durante la diálisis). 

distribuir la gelatina rodamina en tubos Eppendorf y almacenarlos a -20°C. 
diluir a la mitad antes de usar. 


INFORMACION ADICIONAL 

• SCHMIDT E.L. (1974) Quaruitative autecological siudy of 
micro-organisms in soils by immunofluorescence. Soil Sci. 118 : 141 - 
149. 

• CROZAT Y. et CLEYET-MAREL J.C. (1984) Pwblimes méthodologiques 
posés par l ’exíraaion et la récupération des bactéries telluriques pour ¡eur 
quamification par immunofluorescence. Agronomie 4 ; 603 - 610. 
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n. EXTRACCION DE BACTERIAS 

Se dispersan 10 gramos de suelo en 95 mi de agua destilada usando un mezclada Waring 
(Eberach Corporation) durante 2 minutos. La suspensión obtenida se deja flocular en un 
frasco de boca estrecha con 0,7 g de una mezcla Ca(OH)} - MgCO, (2/S). El 
soo renadan te debe estar suficientemente claro, después de unos 10 minutos, para permitir 
una bittna fíltración (DO«o < 0,1). 

El tiempo necesario de sedimentación debería determinarse de acuerdo al tipo de suelo. 
Sin embargo, a mayor duración de la floculación, mayor es el riesgo de perder bacterias 
por sedimentación. 

Pueden usarse varios tipos de agentes floculantes (1 mi de CaCl] 1%, 1 mi de AlCl, 
0, 1 %); debería elegirse el agente para el cual se obtiene la mejor clarifícación en el 
mínimo tiempo. 

Algunos suelos no muestran una floculación signiñeativa cuando se utiliza el proceso 
químico y por lo tanto debe intentarse la centrifugación del sobrenadante (S nünutos a 
1000 g) con una estimación de las pérdidas de bacterias que ocurren con este método. 

Después de determinar la duración suficiente para una óptima floculación, se toma una 
muestra. 

m. PRERRECUENTO EN PORTAOBJETO MICROPRINT 

colocar esta alícuou a 4°C después de muestrear 1 mi a partir de una serie de 
diluciones al. décimo. Estas diluciones permiten una estimación del número de 
bacterias existentes en el sobrenadante, por recuento en un portaobjeto microprint 
(este recuento sólo es válido si el número de rízobios es > 10^). 
colocar 25 /il de cada dilución en cada impresión circular (cuba) - (diámetro = 

7 mm) del portaobjeto (2 por cada dilución). 

permitir secar la suspensión; fijar las bacterias por calor o por incubación en acetona 
(5 minutos). 

cubrir las bacterias con una gota de suero antibacteriano marcado con isotiocianato 
de fluorescefna, diluido después de determinar su título (ver II RHIZ 2B); incubar 
durante 30 minutos. 

eliminar los anticuerpos en exceso con 2 lavados de 15 minutos en SFB pH 7,2. 
después de secar, montar los portaobjeto en glicerina buffer; observar usando un 
microscopio con epifluoresceiKia. 

estimar el número de rízobios por unidad de volumen de la suspensión usando: 

Y = X X S X 1 donde : Y = número de rízobios/ml de suspensión 

s V X > número promedio de bacterias por campo 

S = superficie de cada cuba 
s = superficie de un campo del microscopio 
V = volumen de la suspensión = 0,025 mi. 

contar 10 a 20 campos por cuba; el número de bacterias por campo del microscopio 
no debería ser mayor a 15, con 5 como óptimo. 
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Debido al pequeño número de repeticiones y a que las bacterias no están uniformemente 
distribuidas en la cuba, el número estimado «31o nos da una idea del tamaño de la 
población para elegir la dilución para ser filtrada. 

IV. RECUENTO SOBRE FILTRO DE MEMBRANA 

ñltrar usando un equipo de ñltración ’Millipore*, una cantidad sufícienle de 
sobrenadante (de 1 a 20 mi), eventualmente diluido, sobre una membrana negra para 
inmunofluoresceticia hecha de policarbonato (Nuclepore Corporation, 23 mm de 
diámetro, 0,4 ¡i, ref. n° 1 10 657). 

colocar los filtros en un portaobjeto y cubrir con 2 o 3 gotas de gelatina rodamina. 
cuando el secado de la gdatina rodamina está casi completo, los filtros se cubren con 
suero marcado diluido. 

después de 30 minutos de incubación colocar los filtros sobre un equipo de 
ñltración; enjuagar con 100 mi de SFB pH 7,2 previamente filtrado sobre un ñltro 
de 0,2 n. 

montar los ñltros entre portaobjeto y cubreobjeto con glicerina buffer a pH 7,6 y 
observar usando un microscopio. 

El número de rizobios por gramo de suelo seco se calcula usando la siguiente fórmula: 

donde: Y = número de rizobios por gramo de suelo seco 

X » número promedio de rizobios por campo 
S = área de filtración 
s = superficie del campo del microscopio 
d = factor de dilución 
V = volumen de sobrenadante filtrado 
P = peso de suelo seco 

Las bacterias se dispersan sobre la membrana de acuerdo a la Ley de Poisson, la 
precisión no depende tanto del número de campos observados sino del número de 
bacterias contadas. El límite de significancia de la medida se calcula usando la tabla de 
Johnson y Kotz. Esta tabla da el límite inferior (I) y el límite superior (S) de cada 
estimación de acuerdo al valor de n. Los límites de significancia del número de bacterias 
(x) por gramo de suelo o por mi son: I(x) y S(x). 

Ejemplo de recuento 

peso de suelo seco = 6,74 g. 

volumen extraído = 100 mi. 

volumen filtrado: V = 3 mi de sobrenadante (1/10). 

número de bacterias por campo: 

8, 10, 6, 10, 4, 6, 7, 13, 7, 6, 5, 6, 6, 5, 10, 6, 4, 5, 3, 5 


132 S 201,062 

X = — = 6,6 - = = 8 862,8 — 8 860 campos por filtro 

20 s 22,686 x 1(J’ 

132 201,062 10x 100 1 

Y = — X X X = 2,89 • 10* bact/g suelo seco 

20 22,686 X 10* 3 6,74 


Y = Xx ^xdxi 
s V P 
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' Límite de significancia de la estimación; con 132 bacterias contadas, las tablas de 
JOHNSON y KOTZ muestran un valor de I = 0,844 y S = 1,184. 

límite inferior : 2,89 x 10^ x 0,844 = 2,44 x 10*. 
límite superior : 2,89 x 10^ x 1,184 = 3,42 x 10*. 


Número 
observado en 
el cual se 
basa la 

eatimación (n) 

Limite 

Inferior 

(D 

Limite 

Superior 

(S) 

Número 
observado ea 
el cual se basa 
U estimacido 
(n) 

Limite 

Inferior 

(D 

Límite 

Superior 

(S) 

I 

0,0253 

5,57 

35 

0,697 

1,39 

2 

0,121 

3,61 

40 

0,714 

1,36 

3 

0,206 

2,92 

45 

0,729 

1,34 

4 

0,272 

2,56 

50 

0,742 

1.32 

5 

0,324 

2,33 




6 

0,367 

2,18 

60 

0,77 

1.30 

7 

0,401 

2,05 

70 

0,785 

1,27 

8 

0,431 

1,97 

80 

0,798 

1,25 

9 

0,458 

1,90 

90 

0,809 

1,24 

10 

0,480 

1,84 

100 

0,818 

1,22 

11 

0,499 

1,79 

120 

0,833 

1,200 

12 

0,517 

1.75 

140 

0,844 

1,184 

13 

0,532 

1,71 

160 

0,854 

1,171 

14 

0,546 

1,68 

180 

0,862 

1,160 

15 

0,560 

1,65 

200 

0,868 

1,151 




250 

0,882 

1,134 

16 

0,572 

1,62 

300 

0,892 

1,121 

17 

0,583 

1,60 

350 

0,999 

1,112 

18 

0,593 

1,58 

400 

0,906 

1,104 

19 

0,602 

1.56 

450 

0,911 

1,098 

20 

0,611 

1.54 

500 

0,915 

1,093 

21 

0,619 

1.53 




22 

0,627 

1.51 

600 

0,922 

1,084 

23 

0,634 

1,50 




24 

0,641 

1,49 

700 

0,928 

1,078 

25 

0,647 

1,48 







800 

0,932 

1,072 

26 

0,653 

1,47 




27 

0,659 

1,46 

900 

0,936 

1,068 

28 

0,665 

1,45 




29 

0,670 

1,44 

1000 

0,939 

1,064 


Tabla de JOHNSON y KOTZ 
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PRODUCCION DE UN INOCULANTE E 
INOCULACION DE LEGUMINOSAS 


INOC 


INFORMACION GENERAL 
SOBRE LA INOCULACION 


I. DEFINICION 

Cuando un suelo no contiene naturalmente los Rhizobium o Bradyrhizobiwn específicos 
para una leguminosa que se quim cultivar, las cepas bacterianas necesarias tienen que 
ser agregadas a ese suelo. Esta q>eración, inapropiadamente llamada ’inoculacit^' 
(ddKría ser más apreciado usar ’bacterización”), es fácilmente llevada a cabo durante 
la siembra ubicando EMzobium (como un inoculante, ver m INOC IB) sobre la semilla 
o en el surco de siembra. 
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n. ¿QUE LEGUMINOSAS ES NECESARIO INOCULAR? 

Es imposible prever con certeza si un cultivo de leguminosas debe ser inoculado, pero 
numerosos ensayos realizados en el mundo con resultados varios permiten la definición 
de una política cuyo objetivo es asistir al agrónomo. 


1. Influencia del Rhizobium 

a. Una cepa de rizobio fijadora de nitrógeno ya existe en el suelo. Afortunadamente 
éste es el caso más frecuente; corresponde a las áreas tradicionales de cultivo de 
la planta (trébol blanco en Europa, caupí en Africa, ...). En este caso, la 
inoculación es inútil. 

b. Las cepas existentes no fijan nitrógeno. Este no es un caso común que lo 
podemos experimentar cuando el cultivo es nuevo o cuando se introducen nuevas 
especies: éste fue el caso en Uruguay y en Australia, cuando se introdujo trébol 
subterráneo. Esta planta es muy específica y forma nódulos no fijadores de 
nitrógeno con Rhizobium trifolii nativos existentes en el suelo (fijan con tréboles 
endémicos). La inoculación con una cepa seleccionada permite un incremento de 
rendimiento del trébol subterráneo, pero esta planta tiene grandes dificultades para 
establecerse durante muchos años, porque las cepas indígenas no fijadoras de 
nitrógeno forman nódulos con las nuevas plántulas. 


INFORMACION ADICIONAL 

• AYANABA A. and DART P.J. (eds) (1977) Biologicai Nitrogen Fixation in 
Farming Systems of the Tmpics. J. Wiley and sons, Chichester, England. 
377 p. 

• BLONDEAU R. (1981) Fixation Biologique de l’ Azote Atmosphérique. 
Vuiben Ed. París. 102 p. 
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c. Los rizobios »tán en muy baja cantidad. El límite inferior para el nümero de 
rizobios necesarios parece ser de 100 a 1000 bacterias por gramo de suelo; si es 
menor, principalmente si los rizobios especíñcos no existen, es necesario probar 
la inoculación. 

Esto corresponde a; 

áreas donde la planta nunca ha sido cultivada; por ejemplo, la introducción de 
cultivares norteamericanos de soja en Europa y Africa. 

áreas donde el suelo es tóxico para los rizobios; por ejemplo, la alfalfa en suelos 
ácidos: Khizobium meUloti es más sensible a pH bajo que la alfalfa; las bacterias 
sobreviven sólo en la rizósfera de la planta inoculada y forman nódulos. La planta 
inoculada puede crecer, aún en un suelo relativamente ácido (pH S,S), pero es 
recomendable una pequeña cantidad de enmienda calcárea o el uso de semillas 
peloteadas con cartenato de calcio. 


2. Influencia de las leguminosas 

Algunas leguminosas como el caupí (Vigna) no son específicas; forman nódulos rijadores 
fácilmente con muchas cepas de Rhizobiunv, otras como soja o Phaseolus luiuuus (judia 
de la peladilla) son muy específicas y raramente encuentran Bradyrhiwbium o Rhizobium 
capaces de formar nódulos rijadores de nitrógeno, por lo tanto, la inoculación debe ser 
considerada. 


Cuando se analizan los resultados de numerosos experimentos, es posible clasificar las 
leguminosas: 

a. Especies no muy específicas para las cuales la inoculación es, a menudo, inútil: 


Vigna unguiculaia 
Arachis hypogaea 
MacmptíUum lathyroldes 
Macropiilium atropurpureum 
Macmiyloma spp. 

CUioria temaiea 
Dolichos spp. 

Mucuna spp. 

Canavalia ensiformis 
Indigofera spp. 

Gtycine wighiii 
Pueraria phaseoloides 
Stylosanihes guianensis 

Pisum spp. 

Vicia spp. 

TrifoUum repens 
Trifolitan pratense 


Caupí 

Maní 

Siratro 


Judía 


Kudzú 

(casi todos los cultivares; los cultivares con tallos 
finos están en el grupo b) 

Arveja 

Haba 

Trébol blanco 
Trébol rojo 
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b. Especies moderadamente específicas, o para las cuales los rizobios a veces no 
están en los suelos; la inoculación puede ser útil: 


Cajanus ctyan 
Desmodium spp. 
Lablab purpurtia 
Stylosanthes guianensis 
Cenimsema pubescens 
Phaseolia vulgaris 


Guandul 

Lablab 

Stylo de tallo fino 
Centro 

Frijol, Poroto, Fréjol 


c. Eqiecies específicas para las que debería probarse la inoculación si el cultivo es 
diñcil: 


Qcer arietímim 
Lotononis spp. 
Leucaem spp. 
Phaseolus lunatus 
Gfyciiu max 
Trifolium semipilosum 
Trifolium subterraneum 
Lupinus spp. 

Medicago spp. 


Garbanzo 


Judía de la Peladilla 
Soja 

Trébol blanco de Kenya 
Trébol subterráneo 
Lupino 
Alfalfa 


ra. CONCLUSION 

En el campo de la inoculación no hay regla definitiva. Por ejemplo, se ha observado un 
efecto benéfico en Cajanus en India, pero no ha habido efecto positivo en Africa. La 
inoculación de maní es inútil en casi todas partes, sin embargo, se ha encontrado un 
efecto beneficioso en el rendimiento de vainas en cultivos muy intensivos en Israel y 
Sudáfrica. La inoculación del tr^xil subterráneo es inútil en Eqxúia e indispensable en 
Australia, la del trébol de Alejandría {Trifolium alexandrimm) es inútil en el Magreb, 
excepto para los oasis saharianos donde es indispensable. 

Si la misma planta es frecuentemente cultivada y da un buen rendimiento, la inoculación 
es inútil. Si se introduce una nueva leguminosa en una región, debería veriñcarse la 
necesidad de inoculación (aún si las plantas están dentro del grupo a) para evitar un 
fracaso costoso. Si existe alguna duda sobre esto, la solución más simple consiste en 
seguir los procedimientos experimentales descritos en IV EXPE 2A y B. 

Hay dos razones principales que pueden explicar una pobre respuesta a la inoculación: 

el inoculante tiene una cantidad insuficiente de bacterias; es a menudo el caso 
después de un transporte prolongado. 

la necesidad de inocular ha sido equivocadamente estimada; una buena evaluación 
sólo puede realizarse usando procedimientos experimentales lógicos (ver IV 
EXPE 2A). 
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I. CARACTERISTICAS DE UN BUEN INOCULANTE 

1. El inoculante debe contener un número alto de bacterias viables específicas para la 
leguminosa a ser cultivada. Los estándares mínimos de calidad de inoculantes varían 
s^ún el país (ver INOC 3). 

Inoculantes con concentracioms de por lo menos mil millón» de bacterias por gramo de 
producto fresco smi fáciles de producir usando métodos industriales, pero es importante 
que el inoculante no sea expuesto a temperaturas mayores de 30 - 3S”C durante el 
tranqxrrte y almacaiamimto. 

2. La bacteria debe ser específica para la planta considerada. En otras palabras, además 
de pertenecer al mismo grupo de inoculación (por qemplo, Rhiwbium meliloti para 
al^fa, Rhiíjobium japomcum para sega), los rizobios d^>en fomtar buenos nódulos 
fijadores sobre la eqrecie o variedad a ser cultivada. Por esta razón es mejor consultar 
a un laboratorio de microbiología cuarulo sé selecciona el inoculante. 


n. TIFOS DE INOCULANTES 

Hay muchos tipos de inoculantes, pero pueden ser agrupados en las siguientes categorías 
principales: 

1. Inoculante en polvo 

Este es el tipo más común en el mercado. El cultivo de Rhizobium se mezcla con un 
soporte finamente molido (pH cercano a 6,5), que protege los rizobios durante el período 
de almacoiamiento y provee mejor adhesión a la semilla. La turba neutra permanece 
como el mejor soporte, pero puedm usarse varios productos orgánicos y minerales en 
lugar de turta. Sin embargo, la sobrevivencia de los rizobios en estos soportes tiene que 
ser probada (ver m IN(XT 2A). 

2. Inoculante granulado 

El producto consiste en microgránulos producidos a partir de inoculante en polvo y 
gtánulos de arcilla. Este tipo de inoculante se aplica en el surco de siembra, permitiendo 
separar los rizobios de las semillas que han sido tratadas con pesticidas o funguicidas. 


INFORMAUON ADICIONAL 

• VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practica! Study of Root-NoduU 
Bacteria. l.B.P. Hondbook N°15, Orford : BlackweU Sciem{fk 
Publications 164 p. (en inglés y español). 
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3. Inoculante liquido 

El inoculante se prqjara con un cultivo liquido de RMzobium que se diluye 
inmediatamente antes de su uso. Debe almacenarse a 4*C. Estos ñzobios tienen escasa 
sobrevivencia en la semilla. Puede ser agregado a la semilla antes de la siembra o puede 
ser aplicado directamente en el surco. 

4. Inoculante en medios de agar 

Esta formulación ha caído casi en completo desuso. Hay un bajo nivel de sobrevivencia 
de Rhizobium sobre la semilla. 

5. Semilla preinoculada 

El proceso de inoculación lo realiza el semillerista antes de su comercialización. Las 
bacterias sobreviven un periodo de tiempo muy corto sobre las semillas (2 a 3 dias). 


m. EUGIENDO UN TIPO DE INOCULANTE 

Un inoculante liquido o en medio agar no puede ctmservarse por un tiempo muy largo 
y no' puede transportarse en países cálidos. Por esto es que sólo pued«t usarse como 
productos experimentales en el laboratorio. 

Los inoculantes sobre soporte molido (por ejemplo turba) se usan para inocular semillas. 
Estos productos no pue^ usarse si la semilla ha sido tratada con un pesticida que es 
tóxico para los rizobios (insecticida, funguicida). 

Los inoculantes sobre soporte granulado se incorporan al mismo tiempo que la semilla, 
ya sea usando un equipo especial sobre la sembradora (microgranulador), o a mano 
(colocan^ varios pelets en el agujero de la semilla o en el fondo del surco de siembra). 
Este tipo de inoculante protege mejor las bacterias contra pesticidas y condiciones 
ambientales desfavorables (suelo ácido, alta temperatura y otros). 

IV. CONSERVACION Y USO DE INOCULANTE 

El inoculante es un producto biológico vivo y no {Hiede almacenarse y usarse como un 
fertilizante inerte. Es necesario tomar precauciones para su almacenamiento y uso: 

conservar el inoculante en un área fresca y sombreada antes de su uso (si es 
]X>sible 4°C, peto nunca más de 30°C). 

cuando se inocula: trabajar en un área fresca y sombreada. Debe usarse equi{» 
limpio. La siembra debe realizarse rápidamente des]Hié$ de la inoculación, con 
(itotección de la luz solar directa ({lor d^les, ver III INOC 4). 

En cualquier caso, leer cuidadosamente la etiqueta que especiñeará: 

cómo usar el inoculante 

la fecha de expñración (lara su uso. 
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Los inoculantes en polvo son actualmente los más usados (ver III INOC IB). Están 
hechos con un soporte y un cultivo de rízobios. El soporte se usa para estabilizar el 
número de rízobios tanto como sea posible; debe proteger las bacterias sobre la semilla 
cuando se usa el método de inoculación a la semilla. 

I. SELECCION DEL SOPORTE 

El principal criterio para la selección de un soporte es su capacidad para asegurar una 
buena sobrevivencia de los rízobios; esta característica es de importancia primordial y 
debería estudiarse en un laboratorio (ver abajo) antes de planear el uso de grandes 
cantidades de soporte. 

Sin embargo, para hacer una rápida selección deben considerarse muchas características: 
contenido de materia orgánica (al menos 40%); 

pH alrededor del punto de neutralidad (usualmente el óptimo entre 6 y 7; 5,4 para 
Rhizobium pnelilotí, 8 o más para Lolononis); el valor inicial del pH puede 
eventualmente modificarse piara llevarlo a un valor aceptable, ver abajo; 
bajo contenido de sales; sin embargo, los valores de inhibición varían de acuerdo 
a las cepas; 

alta capiacidad de retención de agua; 

ausencia de productos tóxicos (contaminación química, ...). 

La turba generalmente da los mejores resultados pero pueden utilizarse otros sopmrtes: 
residuos de cosecha (piaja, composts, ...), residuos azucarados, minerales (talco, 
vermiculita, arcilla, ...), carbón mineral, lignita, ... 


INFORMACION ADICIONAL 

• NUTMAN P.S. (ed.) (1976) Symbiotic Niirogen Fixaxion in Piaras. 
Artículos de R.J. ROUGHLEY, R.A. DATE. B.W. STRIJDOM y C.C. 
DESCHODT, H.D.L. CORBY. I.B.P. Cambridge Urúversity Press, pp. 
125-174. 

• ROUGHLEY R.J. and PULSFORD D.J. (1982) Production and control of 
legume inocularas. Ea : Nitrogen Fixation in Legumes. J.M. Vincera (ed.). 
Academic Press Australia, pp. 193 - 209. 

• BURTON J.C. (1967) Rhizobium culture and use. Ea. ■' Microbial 
Techrtology. H.J. Peppler (ed.). Reinhold Publishing Corporation, 
pp. 1 - 33. 

• DATE R.A. (1974) Legume inoculara production. Proceedings of the Indian 
Academy of Sciences. Section B. 40 : 666 - 686. 

• CIRAD, Avenue du Val de Moruferrand, BP 5035, 34032 MONTPELLIER 
CEDEX Frunce. 
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De ser posible, deberían elegirse como soporte materiales de bajo costo disponibles 
local mente. 


II. PREPARACION DEL SOPORTE 

1. Secado 

En la mayoría de los casos, es necesario secar el soporte antes de molerlo. Esto no debe 
realizarse a altas temperaturas (menos de 70°C) porque entonces la tempteratura del 
inoculante se incrementará cuando se mezcle con el caldo bacteriano (más aún, el secado 
a alta temperatura puede inducir la degradación del soporte y la producción de sustancias 
tóxicas para los rizobios). 

2. Neutralización 

Si el soporte es demasiado ácido, debemos llevar el pH a valores entre 6 y 7, con 
carbonato de calcio por ejemplo, tomando la precaución de esperar cierto tiempo para 
el equilibrio en el soporte (deben evitarse agentes neutralizantes, tales como NH4OH, 
NajCOj, KjCOj). 


La cantidad necesaria de carbonato se determina en muestras de soporte molido, 
midiendo el pH después de agregar distintas cantidades de carbonato. Se presenta un 
eiemplo en las siguientes curvas; 



Figura 1; Influencia del agregado de carbonato en el pH de dos turbas 
(turbas de Bolu y Trabzon, Turquía) 


Para un valor final de pH = 6, vemos que es necesario agregar 1 % de CaCOj en el caso 
de la turba 1 (Bolu) y en el otro caso, más de 3,5%. 

3. Molienda 

El soporte (al cual se le agrega carbonato, si es necesario) se muele de manera de 
obtener un polvo fino (200 malla.s), que permite una buena homogeneización con el caldo 
líquido, facilita el desatollo de los rizobios al incrementar la absorción y mejora la 
adhesión de las partículas sobre las semillas. 
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4. Ejivasado 

Después de la molienda, el soporte se coloca en recipientes que sean compatibles con las 
condiciones de esterilización y tengan las siguientes características: 

permeabilidad relativa a gases (O, y CO,), de manera de asegurar una buena 
aeración para el inoculante; 

poca pérdida de vapor de agua para limitar la evaporación y secado del inoculante 
durante el almacenamiento; 

resistencia durante las manipulaciones (almacenamiento, distribución, ...); 
facilidad de almacenamiento; 
menor costo posible. 

Las bolsas de polietileno (densidad media, espesor 150 ¡i) reúnen esas condiciones y 
permiten también: i) autoclavar el soporte, ii) fácil distribución del caldo bacteriano, iii) 
conservación del inoculante y iv) su distribución a los agricultores en el campo. 

La cantidad de soporte en cada bolsa está relacionada al uso que se le pretenda dar en 
el campo (pequeñas parcelas o grandes áreas cultivadas). Las bolsas se cierran usando 
un sellador eléctrico dejando el menor aire posible en la bolsa de manera de evitar su 
inflado cuando se autoclavan. 

5. Esterilización del soporte 

El crecimiento y la sobrevivencia de los rizobios son mejores en un soporte estéril que 
en uno no estéril, porque no hay competencia por espacio y sustratos; por ello el uso de 
soporte estéril es esencial para producir un inoculante de buena calidad. 

El método más fácil de esterilización consiste en autoclavar el soporte; para matar las 
esporas existentes, proceder con sucesivos ciclos de esterilización: 3 autoclavados de 1 
hora de duración a 120°C cada 24 horas generalmente resulta en una buena esterilización 
del soporte. Sin embargo, es esencial veriñcar, por estriado en placas de Petri, que este 
método de esterilización es suficiente para el soporte seleccionado. Las mismas 
validaciones deben realizarse a posteríori si se reduce la frecuencia o la duración de la 
esterilización. Es necesario esperar que las bolsas se enfríen antes de poner el caldo 
bacteriano dentro del soporte. 

Existen otros métodos de esterilización de soporte: irradiación gamma, óxido de etileno, 
etc... 


m. DETERMINACION DE LA HUMEDAD OPTIMA 

La sobrevivencia de ios rizobios en los inoculantes varía de acuerdo a la relación 
soporte/caldo. Un porcentaje bajo de humedad final causa el secado de los rizobios y 
una humedad muy alta causa su asfixia. 

El método más seguro para determinar la humedad óptima en un soporte determinado es 
seguir la sobrevivencia de los rizobios en varios niveles de humedad (ver siguiente 
párrafo). 
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Sin embargo podemos usar el siguiente ejemplo simple; 

colocar una cantidad conocida del soporte seco sobre un filtro de papel húmedo 
en un embudo; 

agregar un volumen medido de agua; 

recoger en una bureta el agua que no ha sido retenida y fluye por gravedad; 
calcular la relación; volumen de agua retenida/peso seco de soporte; la humedad 
óptima final para el inoculante está generalmente entre el SO y 70% de ese valor. 


IV. VERinCACION DE LA SOBREVIVENCIA DE LAS BACTERIAS EN EL 
SOPORTE 


La propiedad más importante de un soporte para inoculantes es su capacidad para 
permitir la conservación de una población suficiente de rizobios hasta la siembra (ver I.); 
se deberla verificar la sobrevivencia de los rizobios en el inoculante de acuerdo al 
período y a las condiciones de almacenamiento. Para esto se realizan recuentos de 
bacterias viables en el inoculante a intervalos regulares de tiempo, usando, por ejemplo, 
el método de dilución en placas de Petri (ver III INOC 3). 


Las sieuientes curvas muestran un ejemplo de este tipo de estudio. 



-o- Turba A 
Turba B 
-»■ Turba C 


Tiempo (días) 


Figura 2; SobrevivetKia de Rhizobium íiifnlü (cepa PDCC 4074) en direrentes 
turbas. Temperatura de almacenamiento; 28°C. 

Si se considera 10’ bacterias por gramo como la cantidad mínima necesaria, los 
inoculantes producidos con la turba C pueden usarse durante unos 18 días; los fabricados 
con las turbas A y B pueden usarse por más de tres meses. De acuerdo al soporte 
elegido, los requerimientos para producción, almacenamiento y distribución de 
inoculantes pueden ser muy diversos. 


Hablando en general, durante las primeras semanas después de mezclar el caldo con un 
soporte estéril, se puede observar una importante multiplicación de los rizobios a 
temperatura ambiente debido a la colonización del soporte por las bacterias. Después de 
este período de crecimiento, si el almacenamiento a temperatura ambiente no es 
satisfactorio (disminución en el número de bacterias), podemos probar conservar los 
inoculantes a menor temperatura (cámara fría a 4°C), porque la baja temperatura 
disminuye la actividad bacteriana. 
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Para producir una cantidad importante de inóculo, es necesario hacer un subcultivo a 
partir de un cultivo en agar a un medio liquido. 

Las siguientes operaciones conducen a la preparación de un cultivo líquido en un 
Erlenmeyer que será utilizado para inocular un fermentador. 


I. EQUIPAMIENTO NECESARIO 
Agua destilada estéril. 

Tubo de ensayo con un cultivo en agar inclinado de la cepa de Rhizobium 
que se quiere multiplicar. 

Un anza de inoculación. 

Pipetas estériles, S mi. 

Un Erlenmeyer con medio de ELM estéril (con tubo de acople en la porte 
inferior del matraz si se lo necesita para inocular un fermentador (ver III 
INOC 2C). 

(Nota: el Erlenmeyer debe llenarse sólo a 1/3 de su capacidad para una apropiada 
aeración del medio; por ejemplo: SOO mi en un matraz de 2000 mi para un 
fermoitador de 25 litros de capacidad o 1000 mi en un matraz de 3 litros para un 
fermentador de 50 litros de capacidad). 

Un agitador (orbital o magnético, en el último caso debe esterilizarse una 
barra magnética junto con el medio en el Erlenmeyer). 


U. PROCEDIMIENTO 

Todas las operaciones deben realizarse en un ambiente estéril (cámara de flujo laminar) 
cerca de un mechero Bunsen. 

Usando técnicas asépticas, verter 5 mi de agua destilada estéril dentro del 
tubo que contiene el cultivo que se quiere multiplicar. 


INFORMACION ADICIONAL 

• VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practical Study of Root-Nodule 
Baaeria. l.B.P. HandbookN°I5, Blackwell Scientiflc Publications, Oitfonl, 
164 p. (en inglés y español). 

• POCHON J. and TARDIEUX P. (¡962) Techniques d’Analyse en 
Microbiologie du Sol. Ediiions de la Tourelle, Saim Mandé, 111 p. 
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Esterilizar el anza de inoculación sobre la llama del mechero Bunsen y dejarla 
enfriar, hacer una suspensión con las bacterias que están creciendo sobre el agar 
(ver Figura I). 

Con una pipeta estéril, extraer asépticamente una alícuota de la suspensión 
bacteriana y colocarla en el Erienmeyer con el medio ELM líquido (ver Figura 
2 ). 

Poner el Erienmeyer en el agitador orbital en un incubador o en un cuarto con 
temperatura controlada a 30°C. 

Deben tomarse alícuotas de control para chequear el crecimiento y la ausencia 
de contaminantes durante y al final del período de cultivo, (ver II RHIZ 3A y III 
INOC 3). 



Figura 2: Siembra de un medio de cultivo ELM líquido 
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En situaciones donde es necesario inocular una leguminosa (introducción de un nuevo 
cultivo, colonización de tierras donde el Rtúzobium especffíco está ausente, condiciones 
ecológicas desfavorables para la sobrevivencia de Rhüobium en el suelo, etc...), hay dos 
posibilidades para obtener inoculantes: la compra a fabricantes o la producción local. 


La compra representa un gasto anual significativo, además de la necesidad de usar 
inoculantes que no siempre llegan en condiciones apropiadas. 


Cuando se acopla con adecuados controles de calidad, la producción local ofrece la 
ventaja de suministrar inoculantes adaptados a las condiciones locales. 


El primer paso en la producción masiva de inoculantes es la multiplicación del Rhizobium 
apropiado. Esto puede realizarse en fermentadores con medio liquido. Los fermentadores 
que normalmente existen en el mercado, son caros, frágiles y a menudo no bien 
adaptados a las difíciles condiciones que pueden existir en laboratorios orientados a 
producción. Esto es especialmente cierto en ambientes tropicales donde los niveles 
necesarios de limpieza y esterilidad requieren el uso de equipamiento simple y rústico. 


El aparato que se describe aquf fue diseñado y probado con la intención de eliminar las 
deficiencias arriba mencionadas, manteniendo la compatibilidad con las condiciones más 
rigurosas posibles de 'seguridad microbiológica*. Este aparato está diseñado para usarse 
en unidades de producción de inoculantes para cientos de hectáreas. 


Consiste en un fermentador conectado a diferentes accesorios. 


INFORMACION ADICIONAL 

• IRAT-CIRAD, B.P.5035 34032 MONTPELLIER CEDEX France. 

• ISAR, Statíon de Rabona, B.P. 138 BUTARE Rwanda. 

• FAO - ACLF, Via delle Teme di Caracalla, 00100 ROME Italia. 

• MONTANGE D. and BEUNARD P. (1984). Croissance des rhizobiums 

dans le fermenteur IRAT. Survie dans les inoculums. Agmnomie Trapicóle 
39 ai : 145-148. 
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I. FERMENTADOR 

1. Principios 

El aparato está diseñado para esterilizarse en autoclave con el medio de cultivo incluido. 
Después de enfriado y conectado a los accesorios, el medio se inocula con la cepa 
elegida; el sistema de aeración y termorregulación utilizado permite obtener altas 
densidades bacterianas. 

2. Descripción 

El fermentador consiste en un recipiente cilindrico de acero inoxidable y una tapa 
conteniendo muchos tubos. 

Los volúmenes y dimensiones del aparato se han definido considerando los siguientes 
aspectos: 

la necesidad de colocar la unidad en el autoclave, 

el diámetro interior debe ser relativamente pequeño para facilitar la aeración del 
medio, 

un volumen total de 30 a 60 litros (25 a SO litros de volumen útil) permite fácil 
manipulación por dos perstmas. 

3. Rol de los diferentes accesorios 

El bulbo metálico poroso (4) se utiliza para airear y mezclar el caldo. 

La sonda de muestreo (S) tiene un pequriio volumen de manera de Militar el 
control de calidad. 

El tubo de salida de aire (6) debe tener un diámetro por lo menos igual al del 
tubo de entrada de aire. 

El anillo que permite cerrar herméticamente la t^ (7) puede cambiarse en caso 
necesario. 

Las dos perforaciones situadas en la tapa (8 y 9) permiten la instalación de un 
sistema de calentamiento y una sonda de control de temperatura. 

n. ACCESORIOS Y OPERACION 

1. Descripción 

Aeración 

El aire, que entra desde un compresor (12) o desde una bomba electromagnética, 
activa un medidor de flujo (13) y pasa primero a través de un cartucho desecante 
(14) y luego a través de un preflltro (algodón) (15). 

Luego fluye a través de un filtro de esterilización (16) (Gelman Acto 50 0,2 n) 
autoclavado con el fermentador. 

El aire, así esterilizado, llega al bulbo poroso (4) desde donde se difunde al 
medio. 

El aire que sale del fermentador entra en un frasco de vacío (17) donde burbujea en una 
solución antiséptica (cloruro mercúrico al 1 % o líquido blanqueador apenas diluido (18)). 
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Figura 1; FermenUdor y accesorios 

1 Carro manual 2 Recipiente de acero inoxidable 3 Tapa 4 Bulbo metálico ponno 5 
Sonda de muestreo (e inoculacidn) 6 Tubo de salida (te aire 7 Anillo de cierre hermético 
8 Praforacidn para sistema de caloitamiento 9 Perfcnacitki para sonda de control de 
temperatura 10 Resistencia eléctrica 11 Sonda de contred de temperatura 12 Compresor 
13 Medúior de flujo 14 y IS PrefUtro y desecador 16 Filtro de e^erílizacidn 17 Frasco 
de vacío 18 Solucidn antiséptica 19 Frasco de muestreo 20 Filtración de aire (sali<b) 21 
Regulador de temperatura 22 Barra magnética 23 Agitador magnético 
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Sistema de maestreo e inoculación; 

Un tubo acoplado a la sonda de mucstreo (S) se conecta al frasco de vacío (19), que tiene 
otro tubo lateral con un sistema de fíltración de aire (algodón o filtro de membrana). Este 
mismo tubo (S) permite la inoculación del medio cuando comienza el cultivo. 

Regulación de temperatura; 

La temperatura óptima de crecimiento está entre 28 y 30*C. Si la temperatura ambioite 
es demasiado baja para permitir un buen crecimiento de los rizobios, es necesario 
calentar el medio. 

Se coloca una resistencia eléctrica (10) en una de las perforaciones (8), que contiene 
aceite resistente al calentamiento; en la otra perforaciÁi (9), se coloca una sonda de 
termorregulación (11) para controlar la resstencia elfotrica. La temperatura de 
crecimiento se monitorea con el dispositivo (21) en la pu^ta posterior. 

Agitación; 

En fermentadores gratules, la inyección de aire no es suficiente para permitir una buena 
agitación del medio, por ello se coloca una barra magnética (22) en el forulo dd tanque. 
La barra rota con un agitador magnético (23). 


2. Funcionamiento del equipo 
Esterilización; 

El fermentador con el medio de cultivo se coloca en el autoclave; los siguientes 
.accesorios también se autoclavan ya conectados al fermentador: 

Sistema de entrada de aire: filtro (16) y tubo de entrada de aire (cerrado a ambos 
lados del filtro por pinzas); 

Sistema de muestreo; el tubo también debe estar cerrado con pinzas. El tubo de 
vidrio ubicado al final del tubo de silioona contiene algodón protegido por papel 
de aluminio; el frasco de vacío de 250 mi (19) (autociavado por separado) usado 
para muestreo está equipado con los siguientes accesorios: 

1) Un tubo de vidrio ensamblado en un uqtón y con una unión Versilic con 
algodón; 

2) Una extensión conteniendo algodón ubicada en el tubo lateral del frasco. 

Sistema de evacuación de aire: éste se usa durante la esterilización para igualar 
la presión oitre el autoclave y el fermentador. Con este propósito, el tubo (6) no 
estará pinzado y el filtro de algodón (o filtro de membrana) previene la 
contaminación durante el período de enfriamiento después de autoclavar. 

La esterilización se realiza por autociavado a 120‘C durante 60 minutos. 
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Después de autoclavar, se realizan las siguientes operaciones: 

a) conectar el circuito de aire comprimido (compresor de aire, medidor de flujo, 
desecador) a la entrada de aire; 

b) retirar las pinzas de ambos lados del filtro (16); 

c) encender el compresor de aire; 

d) llenar el frasco de burbujeo (17) con solución antiséptica (esta operación se 
realiza cerca de un mechero Bunsen o en la cámara de flujo laminar). Colocar el 
frasco en un nivel inferior al del fermentador para evitar succión de la solución 
antiséptica dentro del medio, en la eventualidad que el flujo de aire se detenga 
durante el cultivo; y 

e) dejar que el medio se agite hasta que se enfríe por debajo de 30°C. 

Atención : No llenar el frasco de burbujeo con el líquido antiséptico antes de poner el 
sistema de aeración en funcionamiento porque la depresión causada por el enfriamiento 
del medio podría succionar la solución hacia el fermentador. 

Inoculación: 

f 

Todas las operaciones que se describen en este parágrafo deben realizarse en condiciones 
de estricta limpieza. 

Para asegurar el éxito se recomienda enfáticamente el uso simultáneo de una cámara de 
flujo laminar y de un mechero Bunsen. 

El cultivo inicial (SOO mi de cultivo para un fermentador con un volumen útil de 2S litros 
o 1000 mi para SO litros de volumen útil) utilizado para inocular el fermentador se 
prepara (ver III INOC 2B) en un frasco con una salida lateral en la cual se coloca un 
tubo (con el mismo diámetro que el del sistema de muestreo). 

Después de chequear la calidad (pureza) del cultivo inicial y el enfriado del fermentador, 
se procede de la siguiente manera: 

a) cerca de la llama de un mechero Bunsen, quitar la cubierta protectora (aluminio) 
del sistema de muestreo y el algodón, mantener el tubo cerca de la llama; 

b) esterilizar rápidamente sobre la llama la punta de vidrio de la sonda así liberada; 

c) conectar a esta punta el tubo del brazo lateral del frasco con el cultivo inicial del 
cual la cubierta protectora y el algodón se han retirado cerca de la llama; 

d) cortar el aire y verter el cultivo dentro del fermentador por gravedad; 

e) cuando el cultivo inicial ha sido transferido, realizar las operaciones descritas a 
la inversa: remover el tubo del frasco con el cultivo inicial, esterilizar la punta 
de vidrio sobre la llama, conectar el sistema de muestreo (frasco de vacío estéril 
de 250 mi); 

f) volver a inyectar aire estéril. El flujo de aire inyectado debe ser 2 - 3 litros de 
aire por minuto para un fermentador de 25 litros y de 5 litros por minuto para 
uno de so litios; 

g) en caso necesario encender el sistema de regulación de temperatura. 

El cultivo se inicia una vez que el medio del fermentador ha sido inoculado. 
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Muestreo y controles de contaminación durante el cultivo 

El caldo en el fermentador se muestra durante el crecimiento para evaluar pureza y 
densidad del cultivo. Se recomienda mantener el sistema de muestreo en condiciones 
asépticas en la cámara de flujo laminar. 

Un muestreo en condiciones estériles puede realizarse si se respetan las siguientes 
instrucciones: 

a) eliminar el caldo contenido en el volumen muerto de la sonda (S) por soplado 
dentro de la salida lateral del frasco de muestreo (19) tapada con algodón; 

b) retirar con la sonda (5) el volumen deseado de suspensión bacteriana, que entra 
dentro del frasco (19) (también se puede cerrar con la mano el tubo de salida de 
aire, la presión incrementada en el fermentador posibilita el pasaje del cultivo al 
frasco); 

c) tomar una alícuota del cultivo luego de abrir el frasco cerca del mechero Bunsen 
en la cámara de flujo laminar; y 

d) tapar el frasco de muestreo (19). 

Se pueden tomar varias muestras, si se tiene la precaución de vaciar el frasco 
completamente de numera que las muestras previas no interfieran con la actual. 

Las muestras pueden usarse para determinar la densidad óptica, el número de rizobios 
viables (ver II RHIZ 3A), o para tinción y observación bajo el microscopio. 

Utilización del cultivo: 

El cultivo puede inyectarse en condiciones asépticas dentro de las bolsas de inoculante 
usando el sistema de muestreo. 

Con este propósito, puede conectarse una bomba peristáltica o un dispensador de medio 
estéril al tulra de la sonda de muestreo (5) para suministrar cantidades conocidas de 
caldo. 

Se inyecta la cantidad necesaria para la mejor humedad final del producto (ver III INOC 
2A para esta determinación) con una aguja de un diámetro grande para evitar su 
taponamiento por la turba. Se sella inmediatamente el agujero con una cinta adhesiva, 
para preservar la pureza del inoculante. El caldo y el soporte se mezclan cuidadosamente 
en forma manual para asegurar la apropiada distribución de las bacterias. Esto se realiza 
sin romper las bolsas plásticas. 

ni. PRODUCCION POTENCIAL 

Es posible realizar tres cultivos por mes y por unidad de fermentación. Esto representa 
una producción de: 

- 7S litros de cultivo por mes para un fermentador de 25 litros, 

ISO litros de cultivo por mes para un fermentador de SO litros. 

estos valores permiten la producción de 170 a 300 Kg de inoculante por mes para 
feimentadores con volumen útil de 25 y 50 litros, respectivamente. 
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Para controlar la calidad de un inoculante para una leguminosa, se debe determinar: 

si hay un número suficiente de rizobios vivos en el paquete (mínimo 10* por 
gramo) para asegurar por lo menos 1 000 rizobios vivos en semillas pequeñas 
(Desmodium, Stylosanthes, alfalfa, trébol) y 10* - 10* en semillas grandes (soja, 
maní, poroto, caupO; 

si la cepa de Rhizobium propuesta está adaptada al(os) cultivar(es) de la 
leguminosa a inocular. 


I. RECUENTO DE RIZOBIOS 

Si suponemos que el soporte es estéril (cultivo puro de rizobios), el recuento puede 
hacerse siguiendo el procedimiento de diluciones en ALM en placas de Petri (ver II 
RHIZ 3B). 

1. Equipamiento 

Para el equipamiento general usado en recuento por diluciones, ver II RHIZ 3B. 
Preparar también el siguente equipamiento: 

Un agitador magnético 

Un Erienmeyer de tapón de rosca de 2000 mi, con exactamente 1000 mi de agua 
estéril. 


2. Procedimiento 

Anotar el peso total del inoculante (precisión 0,1 g). 

Limpiar ligeramente el paquete alrededor del área donde será abierto con un 
algodón embebido en alcohol. 


INFORMACION ADICIONAL 

• THOMPSON J.Á. (1980) Production and quality control of legume 
inoculants. Ea • Methods for Evaluating Biological Nitrogen Fixation. 
Bergersen F.J. ed. , John Wiley and Sons, New York, USA, pp. : 489 - 534. 

• VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Praaical Study of Root-Nodule 
Bacteria. l.B.P. HandbookN°!5, Blackwell Scientific Publications, Orford, 
164 p. (en inglés y español). 
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Cortar una ranura de 4 a S cm con una hoja de bisturí o con tijeras calentadas al 
rojo. La abertura debe ser pequeña para evitar la contaminación externa y la 
posibilidad de perder inoculante cuando se vacíe el paquete en el frasco. 

Abrir el frasco que contiene 1 litro de agua estéril, teniendo cuidado de colocar 
el tapón boca arriba sobre un soporte estéril cerca de la llama. 

Esterilizar la boca del frasco a la llama. 

Verter rápidamente el inoculante dentro del frasco, cuidando de no desparramar 
nada del inoculante, de otra manera los resultados serán inexactos. 

Manipular el paquete entre los dedos de maneta que la pasta húmeda salga más 
fácilmente. No trate de vaciar todo el paquete, sólo as^úrese que la operación 
se realice tan rápido como sea posible. 

Esterilizar a la llama el tapón y la boca del frasco. T^nr el frasco con el tapón. 
Colocar la mezcla en agitador por IS minutos. 

Durante este tiempo, determinar el peso del paquete plástico vacío para calcular 
la cantidad de inoculante vertido dentro del frasco. 

Prepare el equipamiento necesario para el recuento (ver II RHIZ 3B, 1 a S). 

Después de 15 minutos, habiendo concluido el período de mezclado: 

Colocar el frasco en un cuarto estéril. 

Realizar las mismas operaciones que para el recuento en medio líquido (6 a 57 
II RHIZ 3B). 

Los resultados se expresan en número de rizobios por gramo de inoculante. 

La presencia de posibles contaminantes puede detectarse siguiendo las indicaciones dadas 
en U RHIZ 3B. 

El recuento de rizobios puede realizarse usando las siguientes técnicas: 

La técnica de infección en plantas (II RHIZ 3C); esta técnica necesita más tiempo 
que el cultivo de diluciones en placa de Petri, pero permite a la vez verificar la 
infectividad de la cepa. Este método se usa para probar la calidad de inoculantes 
producidos con soporte no estéril. 

Inmunofluorescencia sobre membrana (II RHIZ 3D) puede utilizarse si se dispone 
del anticuerpo correspondiente a la cepa de rizobio del inoculante; esta técnica es 
muy rápida, pero no hace la diferencia entre bacterias vivas y muertas. 


n. PRUEBA DE INFECTIVIDAD 

La infectividad (capacidad de formar nódulos sobre las raíces de las leguminosas 
cultivadas) de una cepa de un inoculante se prudia usando las técnicas (Mua cultivo de 
leguminosas descritas en IV EXPE lA y IB. 
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Hay dos maneras de realizar la inoculación: 

directa: los rizobios se colocan en la semilla antes de la siembra; 

indirecta: los rizobios se colocan en el surco de siembra (microgránulos, inóculo 
liquido). 

I. INOCULACION A LAS SEMILLAS 


IMPORTANTE 

Realizar este procedimiento a la sombra y si es posible en un área 
fresca 

La superficie (o el recipiente) usada/o para recubrir la semilla debe 
estar limpia/o. 

Asegurarse que la sembradora esté limpia (no debe tener residuos 
químicos de semillas tratadas). 

Las semillas inoculadas no son tan suaves como las semillas normales: 
distribuyalas bien dentro de la sembradora. 

No dejar la sembradora al sol. Si es necesario, sombrear el cajón 
sembrador. 

Si se desea evaluar el efecto de la inoculación, comenzar sembrando las 
semillas no inoculadas. 

No inocular semillas tratadas químicamente. 


INFORMACION ADICIONAL 

• BROCKWELL J. (1982) Inoculation methods for field experimemers and 
farmers. £fl : Nitmgen Fixation in Legumes. J.M. Yincent ed. Academic 
Press. 

• VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practical Study of Root-Nodule 
Bacteria. l.B.P. HandbookN°15, BlackwellScientific Publications, Oxford, 
164 p. (en inglés y español). 

• FAO (1985) Legante inoculants and their use. 
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1. Inoculante sobre soporte orgánico pulverizado 

Hacer una pasta con una parte de agua y una parte de inoculante. Puede 
disolverse un adhesivo en el agua (goma arábiga 3(X) g/I). 

Verter esta mezcla sobre las semillas. 

Mezclar bien de manera que cada semilla quede recubierta con el inoculante. 
Esperar hasta que las semillas no se peguen entre ellas y mezclar nuevamente. 
Después sembrar rápidamente. 



Especie 

Número 
approx. de 
semillas por 
Kg 

Inoculante 
(g/25 Kg de 
semillas) 

Agua 

(ml/25 Kg de 
semillas) 

Trébol blanco (Trifolium repetís) 

2 000 000 

lio 

625 

Alfalfa (Medicago sativa) 

500 000 

lio 

550 

Caupí (Vigna mguiculata) 

10 000 

lio 

375 

Soja (Gfycine max) 

5 000 

lio 

250 

Garbanzo (Cicer arietínum) 

2 000 

lio 

250 


Tabla 1: Cantidades de agua/inoculante necesarias 
para recubrir semillas de algunas leguminosas (FAO 1985) 


Copyrighted material 













m INOC 4 PAGINA 3/4 


2. Recubrimiento de semillas cmi inoculante y enmienda 

En caso de semillas sembradas en suelos ácidos, la inoculacidn debe ser concomitante 
con el agregado de carbonato de calcio u otra enmienda de suelo a la semilla. 

Esto se realiza mezclaiKlo las semillas inoculadas con la enmienda del suelo. 

Las proporciones usadas varían de acuerdo a la semilla y a la enmienda utilizada. 

Se presenta un qemplo: 

Recubrimiento de semillas de soja con dolomita; 

Semillas: 10 Kg 
Inoculante: 60 g 

Solución de goma arábiga (300 g/1): 1(X> mi 
Dolomita micronizada: 1,2S Kg 


3. Semillas preinoculadas 

No se encuentran frecuentemente; a la siembra usar las mismas precauciones que se 
describen arriba. 


n. INOCULACION AL SUELO 

El inoculante no se pone en contacto directo con las semillas; esto es necesario cuando 
las semillas han sido curadas. 


1. Inoculación liquida 

Inoculante líquido (o inoculante en turba) se suspende en agua; se usa un gran volumen 
(más de 150 litros por hectárea). 

Es necesrio concebir un sistema de distribución o modiñcar un aspeijador de herbicidas. 

2. Inoculante mkrogranular 

Esta clase de inoculante se aplica al suelo con un distribuidor de microgránulos que 
descarga en el tubo de las semillas. Cuando las semillas se siembran a mano, los 
gránulos se colocan en el surco cerca de la semilla o en el agujero de siembra. 

Este üpo de inoculante generalmente se aplica a razón de 10 Kg/ha. 
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La siguiente tabla reúne las venteas y desvenbu<>s estos dos métodos de inoculación. 



VenUgas 

Desrent^as 

Inoculación 
a las sanillas 

- reducido costo de producto 
(b^as cantidades aplicadas) 

- ffcil aplicación 

(no necesita eipiipaniiento) 

• interacción con genniitacióo 

• oümero de rizobioa 
agregados es timitadtft 

• requiere conocimieiito y 
trabado 

- riesgo de inhibidón por 
tratamieotos a la semilla 

Inoculación 
al sudo 

• posibilidad de agregar 
caiUidades masivaa de 
inoculante 

• posibilidad de mecanizacida 

• inoculación de aemillas 
curadas 

- caía tanto eo producto como 
en equipamiento 


Tabla 2: Comparación entre 2 técnicas de inoculación: 
inoculación a las semillas e inoculación al suelo 


NOTA: Nunca olvide que el ínóculo contiene organismos vivos: prestar atención a la 
desecación, a las altas temperaturas y al contacto con productos químicos. 
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METODOS DE CULTIVO PARA 
PLANTAS EN TUBOS ESTERILES 
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Para leguminosas de semilla pequeña, o cuando no es posible el cultivo en macetas, se 
recomienda usar el cultivo en tubos. Existen dos tipos principales: cultivo en tubos 
tapados con algodón o cultivo en tubos semi-incluidos. 

I. PLANTAS Y MEDIOS NUTRITIVOS USADOS 


La siguiente tabla presenta una lista de plantas de semilla pequeña que pueden ser 
fácilmente cultivadas en tubos, y que sirven como plantas control reemplazando 
leguminosas de semilla grande. 


Rhizobium sp. 

Planta de prueba 

Tamaño apropiado de 
tubo (mm) 

R. meliloti 

Medicago 

150 X 18,5 

R. trifolii 

Trifolium sp. 

150 X 25 

R. leguminosarum 

\ricia sp. 


R. phaseoli 

no 

hay 

R. lupini 

Omithopus sativas 

150 X 18,5 

R. japonicum 

Glycine ussuriensis 

200 X 30 

Rizobios Tropicales (caupO 

Macroptilium 



atropurpureum (siratro) 

150 X 25 

Rizobio de Lotus 

Lotus sp. 

150 X 18,5 

Rizobio de Garbanzo 

no hay 

Rizobio du Leucaena 

Desmanthus virgatus 

150 X 25 


Tabla 1: Plantas para cultivo en tubos, según BrockweU (1980) 


INFORMACION ADICIONAL 

• GIBSON A.H. (1980) Methods for legumes in glasshouses and controlled 
environmem cabinets. En : Methods for Evaluating Biological NUrogen 
Fixation. F.J. Bergersen ed., John Wiley & Sons Ud. pp. 139 - 184. 

• BROCKWELL J. (1980) Experiments with crop and pasture legumes. 
Principies and praaice Eu • Methods for Evaluating Biological Nitrogen 
Fixation. F.J. Bergersen ed., John Wley & Sons Ltd. pp. 417 -488. 
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Reactivos 

Solución madre 

Cantidad de 
solución para un 

Concentración 
final pg/ml 


g/l 

molarídad 

litro de solución 
nutritiva 

KHjPO, 

136,1 

M 

1 mi 

N : 0 

KjHPO, 

174,2 

M 

1 mi 

P : 62 

KjSO, 

87,1 

Mi| l'W 

1 mi 

K : 156,5 

CaCI„ 2HjO 

73,5 


2 mi 

Ca : 40 

MgSO», 7HjO 

123,2 

0.5 M 

1 mi 

Mg : 12,3 

S : 32,2 


Tabla 2; Medio nutritivo para plantas 


II. CULTIVO EN TUBO TAPADO CON ALGODON 

Para un tubo de 20 x ISO mm, se usa 10 mi de medio nutritivo (Tabla 2) con 1,S% de 
agar. Los tubos se ta{»n con algodón y se autoclavan (120°C por 20 minutos). El agar 
debe solidifícar con su límite superior alcanzando la mitad del tubo (Figura 1). El agar 
se usa como soporte para el desarrollo de una semilla germinada en condiciones estériles. 

Durante el período de crecimiento es posible agregar asépticamente medio nutritivo 
líquido similar al del agar diluido al 1/4. 



Algodón 


Tubo 150 X 20 


Planta 


Agar 1,5%: 10 mi 


Figura I: Cultivo rn tubo tapado con algodón 
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III. CULTIVO SEMI-INCLUIDO 

En este tipo de cultivo, la parte aérea crece fuera del tubo y sólo las raíces están en 
condiciones estériles. 

Para un tubo de 25 x 150 mm, se usa 25 mi de medio con agar (Tabla 2). El papel de 
aluminio y la banda elástica utilizada se esterilizan juntos en la parte superior del tubo. 

El agar se deja solidificar con su límite superior tocando el papel de aluminio. 

Las raíces de las plantas pregerminadas (3-5 días) se introducen por un agujero hecho 
en el papel de aluminio. 

Es importante mantener inicialmente las plantas jóvenes en una atmósfera húmeda y 
cuando sea necesario, colocar temporalmente algodón o papel de filtro húmedo sobre los 
tubos (Figura 2). 

Debe agregarse regularmente una solución nutritiva en condiciones asépticas. 



bolsa plástica 
planta 

tapa de papel de aluminio 

banda elástica 

aguja 

solución nutritiva 
agar inclinado 

tubo de 25 X 150 mm cubierto 
con papel de aluminio 


Figura 2: Cultivo semi-incluido 
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IV. ESTERILIZACION DE SEMILLAS 

Para estos dos tipos de cultivo de plantas, así como para cultivo en macetas (IV EXPE 
IB), es necesario esterilizar las semillas superfidalraotte. Existen muchas técnicas; por 
ejemplo: 

1. Esterilización superficial de semillas grandes (arv^a, sqja, frUol,...) cim 
hipoclorito de calcio: 

Preparación de la solución est^ilizante: 

Pesar aproximadamente 10 g de hipoclorito de calcio 

Colocarlo en un Erlenmeyer con ISO mi de agua y cerrar con opón de goma 

Mezclar con agitador magnético por 15 minutos 

Filtrar a través de papel 

Esterilización: 

Colocar 3 a 4 veces el número de semillas requerido en un Erlenmeyer estéril - 
Agregar la solución de hipoclorito de calcio 
Cerrar con un tapón de goma 

Mezclar manualmente de rato en rato por un período de 1 hora 
Enjuagar 4 a S veces con agua estéril 

2. Esterilización superficial de semillas peque&as (trébol, alfalfa,...) 

a) con akobol 

Escariñear las semillas usando papel abrasivo (0,2 mm) durante 3 minutos 
Bajo cámara de flujo laminar, poner las semillas en un embudo con papel de filtro 
lavado con alcohol 

Verter alcohol (70%) sobre las semillas 
Esperar 15 minutos 
Repetir esta operación 4 veces 
Secar las semillas completamente 
Enjuagar 10 veces con agua estéril. 

b) con solución de cloruro mercúrico 

Preparar una solución de cloruro mercúrico: 4 mi de solución saturada (28 g 
HgCl] en 100 mi de agua a 80*C) en 100 mi H]0 + 0,5 mi de ácido clorhídrico 
concentrado. 

Colocar las semillas en esta solución durante 3 a 5 minutos, luego enjuagar bien 
con agua estéril. 


3. Germinación 

Poner las semillas sobre un soporte mineral (vermiculita, arena o papel de filtro) 
esterilizado y húmedo, en condiciones de germinación (25 - 30°C en incubador). 
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CULTIVO DE LEGUMINOSAS 
SOBRE SUSTRATO INERTE 
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AUTORES : D. MONTANGE 

H. SAINT MACARY 


I. INTRODUCCION 

El método que se describe permite cultivar leguminosas en invernáculo o en cámara de 
cultivo. Tomando todas las precauciones necesarias respecto a la limpieza, este método 
podría usarse para comparación de cepas o estudios de especiñcidad. En esta 
eventualidad, es conveniente preparar, junto con todos los tratamientos estudiados, dos 
series de plantas: una reservada como control no inoculado, la otra inoculada con una 
cepa de referencia. 

Sólo cuando las plantas control no inoculadas permanecen sin nódulos y las plantas 
control inoculadas están noduladas puede considerarse que los resultados obtenidos en los 
otros tratamientos tienen valor. 

Pueden usarse diversos procedimientos, dependiendo de la disponibilidad de productos, 
de la planta huésped y del prqxisito de la investigación. 


n. MATERIAL 

Macetas plásticas 

Arena silícea, tamaño de grano 2 mm, o vermiculita o ladrillo molido 
Grava 

Tubos plásticos flexibles 
Tubos de goma 


m. PREPARAaON DE LAS MACETAS 

Se perfora el costado de la maceta cerca del fondo con un perforador de un tamaño 
correspondiente al diámetro externo del tubo plástico usado. 

Primero las macetas se lavan con una solución detergente estándar, luego se desinfectan 
por inmersión una solución clorada (hipoclorito de calcio 13%) durante la noche y 
Analmente se enjuagan con abundante agua pura. 


INFORMACION ADICIONAL 

• VINCENT J.M. (1970) A Manual for the Practical Study of Root-Nodule 
Baaeria. l.B.P. HandbookN°15, Bladcwell Scieruific Publicatíons, Oi^rd, 
164 p. (en inglés y español). 
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IV. PREPARACION DE ARENA Y GRAVA 

Si la arena proviene de una operación previa, debe lavarse numerosas veces hasta que 
el agua de lavado esté clara. 

Usar arena limpia. La arena se trata con una solución diluida de ácido clorhídrico (N/3) 
que mineraliza los residuos orgánicos y nitrogenados. El tratamiento debe durar por lo 
menos 12 horas. 

Entonces la arena se enjuaga con agua pura de manera de lavar el nitrógeno mineral que 
contiene, luego se esteriliza por 3 horas en un homo Pasteur (180°C). También la 
vermiculita y el ladrillo molido se esterilizan por calor. 

Las macetas se llenan (ver Figura 1), con una capa de grava para mejorar el drenaje en 
el fondo de la maceta. 

El tubo transparente mantenido en posición sobre un costado permite ajustar el nivel de 
la solución nutritiva en las macetas. 

Las semillas se esterilizan siguiendo los métodos descritos en IV EXPE lA. 



Figura 1: Ejemplo del dispositivo de cultivo 
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EXPERIMENTOS DE CAMPO: 
ELECCION DEL DISEÑO; 
CARACTERISTICAS COMUNES 


La elección de un dispositivo experimental en el campo, las observaciones realizadas y 
los resultados obtenidos deberían permitir responder una pregunta. Cuando el objetivo 
de los procedimientos es incrementar la fijaciita biológica de nitrógeno en la agricultura, 
se formulan muchas pr^untas. 

La Via lógica que se presenta aquí se ha prq>arado para permitir adaptar el dis^ 
experimental a la pr^unta formulada. 

Se describen recomendaciones generales para el seguimiento de ensayos, métodos de 
observación, muestreo y recopilación de resultados. 

Algunos diseños adaptados a preguntas especificas se proponen en IV EXPE 2B. 

I. ELECCION DEL EXPERIMENTO A REALIZAR 

Para usar el camino lógico, se debe responder a la pregunta formulada, comenzando por 
la pregunta 1, y de acuerdo a los resultados eventualmente ya obtenidos en otro lugar. 




Si no podemos re^nder una pregunta, el experimento que se presenta en el misnw 
cuadro es el que dd>e ser realiñdo. 
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Nota: las respuestas a las preguntas dependen principalmente de las condiciones en las 
cuales los experimentos se realizan. Por lo tanto, es muy importante, antes de comenzar 
el procedimiento propuesto, deñnir muy bien las condiciones ambientales y del sistema 
de cultivo para el cual tratamos de responder las preguntas; podría ser necesario 
mantener estas mismas condiciones durante todos los experimentos. 


n. CARACTERISTICAS COMUNES A CADA EXPERIMENTO 

1. Elección del sitio experimental 

El sitio experimental debería ser tan rqrresentativo como fuera pxeible de las condiciones 
en las cuales se intenta aplicar las técnicas propuestas. Por ello, es muy importante 
deñnir bien estas condiciones, eventualmente con la ayuda de agrónomos con experimcia 
en los sistemas de cultivo considerados. 

El objetivo debería ser disminuir tanto como sea prosible la heterogeneidad debida a 
factores naturales (área plana, sin árboles o arbustos, sin rocas en superfície) o 
artiñciales (materia orgánica no distribuida uniformemente, debería evitarse las tierras 
recientemente desbrozadas). 


2. Prepraración del suelo y de tas parcelas 

Todas las prácticas de cultivo deben llevarse a cabo uniformemente en toda el área 
experimental (particularmente la preparación del suelo y la distribución uniforme del 
fertilizante). 

El ensayo se establece. En relación a ensayos de inoculación, si existe riesgo de 
escorrentía de agua, deben hacerse drenajes o terrazas entre las parcelas. 


3. Realización de tratamientos prarticulares 

Cuando se compraran tratamientos prarticulares como ser aplicación de uno o más 
fertilizantes minerales, de enmiendas o materia orgánica, prepraración particular del suelo, 
etc..., éstos se realizan en el momento del establecimiento del ensayo, en cada una de 
las prarcelas involucradas. 


4. Inoculación y siembra 

Las técnicas de inoculación varían de acuerdo a la leguminosa, el tipo de inoculante y 
las prácticas culturales. Ver III INOC prara más detalles. 
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Se pueden dar las siguientes reglas: 

Densidad de siembra: si se quiere eliminar la variación debida a germinación irregular, 
podría ser útil incrementar la densidad de siembra y procecter a un raleo deqtués de la 
emergencia de las plántulas. 

Las parcelas no inoculadas se siembran primero. Luego se usan los inoculantes. 

5. Seguimiento del ensayo 

El raleo se realiza en la etapa cuando la primera Itoja (simple) está completamente 
desarrollada. Si más del 20% de las plantas no emergen, el ensayo debería sa 
abandonado. 

Todas las tócnicas de cultivo (tratamientos con herbicidas y pesticidas) se aplioui de 
acuerdo al nivel de tecniñcación de los agricultores de la zona. Es esencial aplicarlas lo 
más uniformemente posible en todo el ensayo. Sin embargo, en la medida de lo posible, 
debe evitarse la contaminación de una parcela inoculada a una no inoculada. 


6. Observadoaes y mediciones 

Sólo se indican los principios generales. Ver los diseños ddallados para la frecuencia de 
observaciones, variando de acuerdo a los experimentos. 

a) Calidad del inoculante 

Cuando se estudia la respuesta a la aplicación de inoculantes, se debería conocer tanto 
como sea posible la calidad del producto usado. Debe realizarse un control de calidad de 
los inoculantes bajo la responsabilidad de un laboratorio caliñcado. El resultado se 
expresa en número de rizobios por gramo de inoculante. 

Los procedimientos de control y estándares de calidad de inoculantes se indican en III 
INOC. 

b) Mucstreo de plantas durante el cklo 

Las plantas se extraen del suelo muy cuidadosamente con una pala de dientes enterrada 
profundo y movida alrededor del tiúlo de manera de obtener el sistema radicular 
completo, con la mayor parte de sus nódulos. La tierra adherida a las raíces se remueve 
cuidadosamente. Con una tijera de podar se corta el tallo principal a nivel del primer 
engrosamiento (unión de los cotiledones). 

En cada parcela se realizan las siguientes mediciones: 

bl - Determinación de la actividad de reducción de acetileno (opcional) 

Inmediatamente después del muestren, los sistemas radiculares se incuban con acetileno 
en fiascos apropiados. Es importante no esperar demasiado entre el muestreo y la 
incubación, la actividad de reducción de acetileno decrece alrededor de una hora después 
de extraídas las plantas (ver IV EXPE 4Q. 
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b2 - Examen de nddulos 

distribución; La distribución de los nódulos sobre el sistema radicular permite 
apreciar la calidad de la inoculación y estimar la nodulación provocada por los 
rizobios nativos. Una nodulación muy bien distribuida en las raíces es indicativa 
de la existencia de numerosos rizobios y de condiciones físicas favorables en el 
suelo. 

coloración interior: Los nódulos se cortan a la mitad con una hoja de afeitar y 
se observa su color interior. Un color rosado a rojizo es debido a la 
leghemoglobina; este pigmento es una condición necesaria para la fíjación de 
nitrógeno. Durante el ciclo de vida de la planta, el color puede variar; al final de 
la vida de la planta, la degradación de la leghemoglobina se asocia con un color 
verde, signo del fin de la ñjación. 

Las observaciones pueden realizarse sobre una parte de los nódulos, por categorías de 
color (blanco, rojo, verde, marrón), y los resultados se presentan en porcentaje de cada 
tipo. 

b3 - Número y peso de nódulos 

La evaluación de estos dos factores es esencial. Se considera, como una primera 
aproximación, que el peso de los nódulos de una planta está directamente relacionado a 
la actividad de fijación de nitrógeno. El número de nódulos es una indicación de las 
condiciones de la raíz para la infección por rizobios. Sin embargo, debe notarse que estos 
dos factores no son completamente independientes: cuando la planta tiene pocos nódulos, 
estos son generalmente mayores que cuando la planta tiene nódulos más abundantes. 

Una vez realizadas las observaciones sobre la distribución y coloración de los nódulos, 
éstos se lavan cuidadosamente, y se separan manualmente. El número de nódulos por 
planta debe anotarse inmediatamente. 

La determinación del peso de los nódulos es una operación delicada, que se realiza 
después de secarlos en un incubador. Se utiliza una balanza de precisión (mg); la 
presencia de arena o tierra sobre los nódulos es una de las principales fuentes de error. 

Si no se dispone de una balanza de precisión o de suficiente mano de obra para las 
pesadas, puede determinarse el volumen de los nódulos, que se relaciona bien con su 
p^ y no requiere equipamiento costoso. Para esta determinación, se usa una pipeta 
cerrada o una bureta pequeña a la cual se le agrega un volumen de agua conocido. Los 
nódulos frescos de una planta se agregan al frasco y se agitan para distribuirlos en el 
agua. Se mide el nivel de agua después del agregado de los nódulos y la diferencia con 
el volumen inicial representa el volumen de los nódulos. 

b4 - Color de las hojas; diagnóstico foliar 

Se anota el color de las hojas completamente desarrolladas. La anotación puede hacerse 
de 1 (muy amarillo) a S (muy verde). 
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Para un diagnóstico foliar, se selecciona la hoja inmediatamoite d^ajo de la úldma hoja 
desarrollada en 25 plantas. Las 25 hojas se colocan juntas, se enjuagan rápidamente con 
agua destilada y se secan entre dos papeles de filtro; sólo se conserva el limbo de la hoja, 
se elimina el pecíolo. 

bS - Peso de materia seca de la parte aérea 

Esta medida se realiza sobre las plantas maestreadas. El secado primero se realiza bajo 
un refugio sombreado o al sol, lu^o en el laboratorio, en una estufa a menos de 70°C. 
El peso de la parte aérea después del secado se realiza rápidamente para mantoier el 
mismo contenido de humedad en todas las muestras. 


b6 - Número de bcyas 

Esta medida toma en cuenta el número de hojas trifoliadas completamente desarrolladas. 
La ventaja de este método es que no destruye las plantas. 

c) Ambiente 

De acuerdo al tipo de ensayo, las observaciones y mediciones que se efectúan varían en 
frecuencia y en precisión. 

el - Suelo 

Antes de comenzar el ensayo es necesario ccmocer la situación general del suelo. Para 
un análisis completo de suelo, realizar una serie de muéstreos en las siguientes 
condiciones: 

Antes de instalar el ensayo, se toman 30 muestras de 15 lugares del campo experimental, 
a dos profundidades (0 - 10 cm y 10 - 30 cm). Para cada profundidad, las muestras se 
mezclan, se homogeinizan y una parte (aproximadamente 5(X) g) se coloca en una bolsa 
plástica. 

Por lo tanto, tenemos dos muestras correspondientes a los dos horizontes, en las cuales 
se realizan los siguientes análisis: 

tamaño de partículas del suelo 
pH 

nitrógeno total 
carbono 

fósforo disponible 

bases intercambiables: Ca, Mg, K, Na, Al 

micronutrientes, si se sospecha ausencia o exceso (Co, B, Mo, Mn). 

Debe estimarse la profundidad de suelo disponible para las plantas. 

Si se deben realizar medidas sobre el suelo ’rizosférico*, muestrear el suelo adherido a 
las raíces de las plantas extraídas (ver parágrafo b). 
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c2 - Clinu 

Resulta útil realizar un seguimiento de los datos climáticos para el análisis global del 
ensayo. Los factores más importantes son: 

lluvias diarias (mm) 

temperaturas dianas del aire (máximas y mínimas) 


d) Cosecha 

La cosecha de semillas y forraje se realiza sobre sub-paicelas reservadas pata este 
propósito. Los rendimientos se expresan en Idlogtamos de semillas (con 12% de 
humedad) o materia seca por hectárea. 
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EXmUMENTOS DE CAMPO: 
DISEÑOS, OBSERVACIONES 
E INTERPRETAaON 


FAO 
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AUTOR : H. SAINT MACARY 


Los diseños mencionados en este «^título deben elegirse de acuerdo a las respuestas 
dadas a las preguntas dd capitulo anterior (TV EXPE 2A). 

Los diseños y las observaciones que se presentan están dados como un ejemplo. Es 
posible modifícar estos diseños ligeramoite para adaptarlos a las condiciones local«i. 


I EXPERIMENTO 1 - RESPUESTA Al NITROGENO Y A LA 
INOCULACION 

1. Ubicación del ensayo: estación experimental. 

2. Diseño: ensayo en bloques - 3 tratamientos - 8 repeticiones. 

3. Tratamientos: 

1. Control: Sin inoculación, sin fertilización nitrogenada. 

2. Inoculación: con inoculante controlado, preparado con una cepa 

eficiente con la planta e^udiada. 

3. Nitrógeno Mineral:sin inoculación, con fertilizante nitrogenado mineral. 

4. Dimensiones y sub-parcelas: 

Cada parcela tiene una subparcela para la medición del rendimiento del cultivo y otra 
subparcela para muestreo de plantas durante el experimento. 

Aquí se muestra la instalación de una paicda básica. Las dimensiones dadas pueden 
modificarse pero es importante mantener plantas de borde alrededor de las dos 
subparcelas. Los caminos que permiten la circulación entre las parcelas deben tata, por 
lo menos, un metro de ancho. 


INFORMACION ADICIONAL 

• TRANCHEFORTJ. and PHIUPPEAU G. (1971) DisposUifi expirimemaux 
usuels dans les essais agronomiques de plein champ. ITCF, Paris. 
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Las dimensiones para los bordes longitudinales (a), cambian con el tipo de plantas, y 
pueden obtenerse de la siguiente tabla; 


Planta Distancia 


(ejemplo) entre líneas 


Maní 

60 e 

Frijol, Soja 

50 c 

Leucaena 

40 c 

Forrajes 

30 c 



Valor a 

Dimensiones de 
la subparcela útil 

Dimensiones de la 
subparcela de 
muestreo 

1,2 m 
1,0 m 
1 ,2 m 
0,9 m 

3,5 m X 3,6 m 
3,5 m X 4,0 m 
3,5 m X 3,6 m 
3,5 m X 4,2 m 

1,5 m X 3,6 m 
1 ,5 m X 4,0 m 
1,5 m X 3,6 m 
1 ,5 m X 4,2 m 



5. Ejemplo de disposición de parcelas 



Bloque 

Inoculada 

Nitrógeno 

Control 


Nota: Podemos vemos obligados a cambiar la disposición de los bloques de acuerdo a 
la heterogeneidad encontrada en el campo. Sin embargo, en la medida de lo posible es 
preferible que los bloques sean vecinos. 
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6. Observaciones 

Calidad del inoculante y análisis del sudo; 

Mediciones de poblacit^ de plantas dc^niés de la geminación. 

Durante d ciclo v^etativo: 

3 muéstreos para examoi de nodulación, número y peso de nódulos, 
determinación de la materia seca de la (Ktrte aérea (b2, b3, b4 y bS de IV 
EXPE 2A). 

Momeitos de observadón; 
dos hojas compuestas completamente desarrolladas, 
cuando todas las plantas tienen al menos una flor, 
formación de vainas. 

Número áe plantas a muestrear: 20 por parcela; los resultados se expresan por 
parcda. 

Al momento de la cosecha; rendimiento en grano o forraje. 


7. Interpretación de resultados 

La interpretación de los resultados de este ensayo comienza con la observación de los 
rendimientos obtenidos. Hay tres posibilidades; 

a Los tres tratamitmtos tienen rendimientos comparables; se puede concluir que el 
nitrógeno no es un factor limitante para la producción de las l^uminosas 
(Respuesta 'no* a la pregunta 1 de IV EXPE 2A). 

b El rendimiento dd tratamiento 'Nitrógeno* es mayor que el rendimiento del 
'Control*. El tratamiento 'Incxnilación* es similar al del 'Control*. 

Se puede concluir que el nitrógeno es un factor limitante para la prcxtucción pero 
la inoculación no es suficiente para eliminarlo. Entcmees se puede responder a la 
pregunta 3. La interpretación de los resultados de las otras diservaciones hechas 
durante el ensayo (presencia o ausencia de nódulos, eñciencia, ...) podría permitir 
orientar la investigación realizada para responder a la pregunta 3. 

c Los rendimientos de los tratamientos 'Nitrógeno* e 'Inoculación* son equivalentes 
y mayores que el del 'Control*. La técnica de inoculación puede ser recomendada 
para incrementar el rendimiento de la leguminosa. Se puede ir a la pregunta S. 

Es necesario rqietir este tipo de ensayo dos o tres veces (años o estaciones de cultivo) 
para obtener respuestas signifleativas. Es muy recomendable repetir la instalación de este 
ensayo en varias localidades y en contextos experimentales similares. 
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n. EXPERIMENTO 2 - FACTORES LIMITANTES 

El propósito de este ensayo es estimar la influencia de uno o dos factores sobre la 
respuesta al agregado de nitrógeno y a la inoculación. 

Las hipótesis que han sido formuladas al final del experintento I se consideran aquí para 
una investigación más completa. Estas hipótesis pueden ser numerosas e involucrar 
muchos factores limitantes posibles. A continuación se presentan algunos ejemplos: 


Hypótesis 

Tratamiento a probar 

La acidez del suelo inhibe la infección y 
la fijación 

Enmiendas del suelo, al voleo o 
localizadas 

La nutrición mineral de las 
plantas está desbalanceada 

Agregado de fertilizantes (P, K, ...) 

Los rizobios indígenas tienen baja 
efíciencia y compiten con el inoculante 

Usar cepas muy competitivas, en 
cantidades importantes, o mejorar su 
instalación de acuerdo a los 
métodos utilizados 

Existen deficiencias de micronutrientes 
(por ejemplo, molibdeno) 

Aplicar micronutrientes 

etc.. 



Admitiendo que se pueden defínir dos hipótesis, A y B, se propone el siguiente diseño 
para un ensayo de campo. 


1. Localización del ensayo: estación experimental. 

2. Diseño: parcelas divididas - 4 repeticiones. 

3. Tratamientos: Nivel 1 Nivel 2 


Control 

Inoculación 

Nitrógeno 


Control (C) 
Hipótesis A (A) 
Hipótesis B (B) 


En esta etapa, y antes de llevar a cabo los ensayos de campo, sería también 
recomendable realizar ensayos preliminares en ambientes controlados (por qemplo, 
macetas en invernáculo). 


Control 

4. Dimensiones y división de las parcelas: ^ 

Los tratamientos principales (nivel 1) se aplican en parcelas ^ 
grandes divididas ("divididas') en tres partes, cada una de 
los cuales recibe uno de los tratamientos del nivel 2. 
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5. Ejemplo de disposición de las parcelas 


m 


Bloque I Bloque II 


Nitrógeno 

c íaIb 


Inoculada 

I I I 

B icÍA 



Inoculada 


CIAiB 


Nitrógeno; 


B 


AlC 


Control 

c Ib i A 



Nitrógeno 


B;C 


Control 


Bloque IH 


Inoculada I Nitrógeno) 


A ;c 


42 m 


Bloque IV 


6. Observaciones 


Caüidad del inoculante. 

Medidas sobre la población de plantas después de la germinación. 

Durante el ciclo vegetativo; 

2 muéstreos para observación de nodulación, número y peso de nódulos, 
determinación de la materia seca de la parte aérea. 

Momentos de observación: 

al comienzo de la floración, 
a la formación de las vainas. 

Número de plantas a muestrear: 20 por subparcela. 

Al momento de la cosecha; rendimiento en grano o forraje. 

7. Interpretación de los resultados 


a Parte de las parcelas donde las hipótesis A y B no estin consideradas (control); los 
resultados (Atenidos en estas subparcelas permiten verificar que se tienen las 
mismas condiciones de respuesta como en el ensayo 1 realizado previamente. 

b Parte de las parcelas donde un tratamiento A o B es considerado; un incremento 
de rendimiento en las parcelas ’Contror significa que la asunción ha sido 
verificada. Si éste no es el caso, se deben buscar otras hipótesis. Los resultados 
obtenidos en las parcelas 'Inoculación' y 'Nitrógeno* permiten encontrar si existe 
una interacción entre el factor en estudio y la nutrición nitrogenada, lo cual 
implicaría la proposición de combinar el factor estudiado y la inoculación. 

Los resultados obtenidos en este experimento [lermitirfan proponer técnicas para 
incrementar la producción de las leguminosas. Es posible que estas técnicas no 
involucren la inoculación: un simple agregado de fósforo o caliza, por ejemplo, también 
puede incrementar la fijación biológica de nitrógeno. 
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m. EXPERIMENTO 3 - VARIABILIDAO DE LA RESPUESTA (A LA 
INOCULACION U A OTRA TECNICA) 

1. Ubicación del experimento 

Predios de agricultores. Es esencial para este tipo de ensayos ubicar las parcelas en 
condiciones que permitan la comparación de un tratamiento con los otros. Antes de la 
instalación del experimento es necesario hacer una clasificación de los lugares de acuerdo 
a dos series diferentes de criterios (aquellos que caracterizan el ambiente y aquellos que 
describen el sistema de cultivo). 

2. Diseño 

Microparcelas con repeticiones en distintos sitios. Es necesario un mínimo de SO 
repeticiones. 

3. Tratamientos 

Método tradicional 

Técnica nueva (inoculación u otra). 

4. Dimensiones y estructura de las parcelas 

Se delimitan dos parcelas (5 m x S m) en el predio del agricultor. En la primera, se 
aplica la técnica propuesta. Todas las otras técnicas del agricultor permanecen iguales. 

5. Observaciones 

Sobre las plantas; Rendimiento a la cosecha en las dos parcelas. 

Sobre el ambiente; Análisis simple de suelo. 

Prácticas culturales. 

Estructura del predio. 


6. Interpretación de los resultados 

Las variaciones de rendimiento observadas entre las dos parcelas dan una estimación de 
la variabilidad. 

Las observaciones sobre el ambiente consideradas conjuntamente con los rendimientos 
obtenidos en las microparcelas pueden permitir: 

en casos donde la técnica propuesta tiene un efecto positivo: concluir las 
condiciones para las cuales se puede recomendar esta técnica. 

en casos donde la técnica no tiene efecto: encontrar las razones de la falta de 
respuesta. 

El análisis de los datos recogidos con este tipo de diseño necesita métodos sofisticados 
(comparación de parejas, análisis de multivarianza, pruebas no paramétricas, etc.). 
Antes de la instalación del experimento debe solicitarse el consejo y asistencia de 
especialistas en biometría y estadística. 
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EVALUACION DE LA 
COMPETmVIDAD DE CEPAS 
DE RHIZOBIUM PARA LA 
FORMACION DE NODULOS 


Cuando las leguminosas se inoculan con una cepa de Rhizobium, es recomendable 
determinar si realmente esa cepa se ha implantado o no sobre el sistema radicular de la 
leguminosa. 

En muchos suelos, existen las cepas de Rhizobium pero no fíjan nitrógeno. En estos 
suelos, la inoculacitte con una cepa seleccionada por su alta habilidad de fíjación no es 
siempre beneficiosa porque la nueva cepa debe competir con las cqns indígoias por la 
formación de los nódulos. Por lo tanto, esto signifíca que esas cepas fíjadoras de 
nitrógeno también deben seleccionarse por su habilidad para formar nódulos en 
competencia. Este enfoque es imperativo porque cepas seleccionadas por su alta 
eñciencia de fíjación de nitrógeno no son sistemáticamente las más competitivas y un 
cierto número de fallas en los intentos de inoculación será ciertamente debido a una 
errónea selección de cepas. 

El objetivo de una inoculación es asociar las cepas de Rhizobium más eficientes a una 
leguminosa dada, de manera que el establecimiento de la simbiosis no sea un factor 
limitante para la fíjación del nitrógeno o el rendimiento. 


I. COMPEXmVIDAD 

La competitividad es una propiedad intrínseca de la cepa que puede ser influenciada por: 

las características y la importancia de la población de Rhizobium ya presente en el 
suelo; 

el genotipo de la planta; 
la temperatura del suelo. 


n. EVALUACION DE LA COMPEXmVIDAD 

La evaluación de la competitividad sólo es posible si pueden identificarse las cepas 
usadas en la inoculación. La técnica ELISA (descrita en II RHIZ 2B) es muy útil para 
este propósito. 


INFORMACION ADICIONAL 

• AMARGER N. (1984) Evaluation of competition in Rhizobium spp. 
En : Current Perspeaives in Microbial Ecology. M.J. Klug and C.A. 
Reddy eds. pp. 300 - 305. 

• AMARGER N. and LOBREAU J.P. (1982) Quantitative snufy of 
noduUuion competiriveness in Rhizobium strains. Appl. Environ. 
Microbiol. 44 : 583 - 588. 
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1. Evaluación en condiciones controladas en arena estéril o en hidroponia 


Se selecciona una cqn como referencia para la determinación de la competitividad de 
cepas ñjadoras de nitrógeno. Se inoculan dos cepas en tres a cinco diferentes 
proporciones en diferentes lotes de plantas. 


Ejemplo: 


Cqn A / Cepa B (referencia) 
10 90 

30 70 

50 50 

70 30 

90 10 


Los nódulos, después de cosechados, se analizan serológicamente para determinar los 
porcentajes de nódulos formados por cada cepa. 

La ecuación logio NA/NB = log,o CAB + [K log,o lA/IB] (Amarger & Lobreau, 1982) 
da un valor CAB, que es una medida de la competitividad de la cepa A en relación a la 
cepa B donde: 

NA = número de nódulos formados por la cepa A 
NB = número de nódulos formados por la cepa B 
lA/lB = proporción de poblaciones de las cepas A y B en el inóculo. 

Para un genotipo dado de planta, la cepa más competitiva en condiciones controladas será 
la misma en condiciones de campo. 

2. Evaluación de la emnpetitividad en el campo 

Cuando se han seleccionado las cepas más competitivas y más efícíentes en fíjación de 
nitrógeno para pruebas de campo, se inocularán 1(P a 10^ Rhizobium por plántula y se 
evaluará la distribución de los nódulos, el peso y el número de los nódulos, el porcentaje 
de los nódulos formados por cada cepa y el rendimiento en la semilla a la cosecha. 

Este enfoque permite estudiar las razones del éxito o fracaso de la nodulación. 

Primer caso: la inoculación con una cepa competitiva y eficiente resulta en un 
incremento del rendimiento. 

Segundo caso: la inoculación no mejora el rendimiento en forma significativa. 

Dos razones: 

La cepa introducida formó un número insuficiente de nódulos, la interacción entre 
el genotipo de la planta y el sitio experimental fue desfavorable para el 
establecimiento de la cepa. 

La cepa se estableció bien pero su potencial de fijación de nitrógeno no se expresó 
o file menor que el de las cepas indígenas en condiciones de campo: investigar 
otros factores limitantes. 
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Se utilizan diferentes métodos para estimar la actividad de la ñjación de nitrógeno. El 
propósito de este capítulo es comparar sucintamente los métodos más comúnmente 
utilizados de manera de poder elegir el que más se adapte a nuestro objetivo; los diseños 
experimentales para cada uno de estos métodos se presentan en las hojas siguientes (IV 
EXPE 4B, C y D). 

L COMPARACION DEL PESO SECO DE LAS PARTES AEREAS 

Este método, comúnmente usado, consiste en secar (de 4 días a una semana a 
temperatura ambiente con ventilación o 24 horas a 70°C en estufa) y pesar la parte aérea 
de las plantas tratadas diferentemente; el rendimiento de semilla de los diferentes lotes 
también puede compararse. 

Este método simple y barato, tiene la limitante de que no toma en cuenta la cantidad de 
nitrógeno de la planta (la concentración puede variar de 1 a 4% de nitrógeno en la parte 
aérea, dependiendo de la importancia de la ñjación); más aún, otros factores, además de 
la ñjación, pueden causar las diferencias observadas. 

(De todas maneras, este método puede, bajo ciertas condiciones, dar una aproximación 
primaria satisfactoria. Por ejemplo, es posible realizar una comparación de la eñciencia 
de cepas después de la inoculación en plantas creciendo en un medio libre de nitrógeno). 

n. 'MírroDO agronómico" 

(MEDICION DEL NITROGENO TOTAL, ver IV EXPE 4B) 

Este método consiste en comparar la cantidad de nitrógeno total de la parte aérea de una 
leguminosa con la de una planta no ñjadora de desarrollo similar (por ejemplo, raigrás 
para tr^l, sorgo para soja) o con la misma leguminosa no nodulada, creciendo en 
condiciones similares (misma localización, mismo suelo, mismos tratamientos). 

N] ñjado - Cantidad total de nitrógeno de la planta ñjadora - Cantidad total de nitrógeno 
de la planta control. 

El método no es muy preciso porque la asimilación no es sistemáticamente equivalente 
entre la planta ñjadora y el control. 


INFORMACION ADICIONAL 

• BERGERSEN F.J. (1980) Measuremetu qf nitrogen fixaaon by direa 
meaos. Eñ •' Methods far Evaluating Biological Nitrogen Fixation. F.J. 
Bergersen ed., John Wley A Sons Ltd., New York, pp. 65-110. 

• TURNER G.L. and GIBSONA.H. (1980) Measurement of nitrogen fixation 
by indirea means. M • Methods for Evaluating Biological Nitrogen 
ñxation. F.J. Bergersen ed., John Wley A Sons Ltd., New York, pp. 
111 - 138. 
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m. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE REDUCCION DE ACETILENO ^ 
(ver IV EXPE 4Q 

Este método cuantirica la actividad de la nitrogenasa (la enzima responsable de la 
fíjacidn) a través de su capacidad de redudr acetileno a eiileno en una reaccidn similar 
a la de la ñjaddn de nitn^eno. 

El método se utiliza para medir la ñjacidn de nitrógeno en el laboratorio o in situ. Da 
una estímaddn del potoicial de fíjacidn en un monwnto dado bajo determinadas 
condiciones. 

Los resultados obtenidos se expresan oí moles de etileno producidas. Si estos resultaik» 
tienen que transformarse en cantidad de nitrógeno fijado, se debe aplicar un factor de 
conversión que teóricamente es igual a 3 (la reducción de un mol de nitrógeno 
corresponde a la reducción de tres moles de acetileno). De hecho, este factor varia de 
acuerdo a la especie estudiada y a su etapa de desarrollo. 

Debido a las variaciones diarias y estacionales, y a las incertidumbres relacionadas a la 
relación C]H]/N 2 , la extrapolación de una cantidad total de nitrógeno fijado a lo largo de 
una estación es azarosa y cuestionable. 

IV. METODOS ISOTOPICOS (ver IV EXPE 4D) 

Como r^la general, la medición de la fijación por métodos isotópicos usa ”N, que es 
el único isótopo estable pesado no radioactivo (dentro de los S isótcqx>s del nitrógeno 
además del existe en forma natural en nuestro medio ambiente a una concentración 
de 0,3663%. 

Tres métodos con ”N 

1. Método de marcado del suelo 

Este método consiste en cultivar plantas fijadoras y no fijadoras (que sirven como 
referencia) en el mismo suelo con un fertilizante enriquecido en ”N. 

En la planta fijadora, el nitrógeno metabolizado del aire diluye el nitrógeno marcado 
derivado del suelo. La comparación de la relación isotópica de las plantas fijadoras (2 
fuentes de nitrógeno; aire no marcado y suelo marcado con *’N) con la de las plantas no 
fijadoras (sólo una fuente de nitrógeno; suelo marcado) permite una estimación del 
porcentaje de nitrógeno fijado por la planta leguminosa de acuerdo a esta fórmula; 

%“N en exceso (réf.) - %”N en exceso (leg.) 

% N fijado = X 100 

%”N en exceso (réf.) 

Comúnmente usado, este método tiene cuestionamientos que se originan de las 
dificultades en la homogeinización del nitrógeno marcado y de los costos experimentales 
relativamente altos. Sin embargo, permite la cuantifícación de cada fuente de nitrógeno, 
particularmente el fertilizante (ver IV EXPE 6A). 
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2. Medición de la abundancia natural de ios isótopos del nitrógeno 

Los porcentajes de '^N en el aire son diferentes de aquellos en el suelo y las plantas 
reflejan estas diferencias en su propia abundancia isotópica. La cantidad de nitrógeno 
fíjado puede estimarse comparando la abundancia isotópica de las plantas fijadoras, que 
toman su nitrógeno tanto del aire como del suelo, con la abundancia isotópica de las 
plantas no fijadoras, que toman su nitrógeno sólo del suelo. 

Los porcentajes de nitrógeno fijado están dados por la fórmula; 

pl. non fij. - %”N pl. fij. 

% N fij. = X 100 

pl. no fij. - pl. fij. en medio libre de N 


El método no causa ninguna modificación en el ciclo de vida de la planta hasta el 
análisis, pero requiere que las mediciones se realicen con alta precisión. Dado que las 
abundancias isotópicas tienen un rango de 0,3630 a 0,3700% '^N, sólo un espectrómetro 
de masa de doble entrada es adecuado para dar la precisión requerida en las mediciones. 


Nota; Estos dos métodos (marcado del suelo, abundancia isotópica natural) son 
independientes de la producción. Contrariamente al método 'agronómico*, el propósito 
de la planta control es sólo dar el valor isou^ico de asimilación cualesquiera sean las 
cantidades asimiladas. 

3. Método de la atmósfera enriquecida en '’Nj 

En este método, la atmósfera alrededor del sistemtr radicular se marca con '’Nj. Un 
análisis de los isótopos del nitrógeno de la planta da una medida del nitrógeno fijado 
durante el período experimental. 

Es una técnica de laboratorio porque requiere una atmósfera controlada (O^, CO 2 , N,, 

...). 


V. CONCLUSION 

Estos métodos para estimar la actividad de la fijación de nitrógeno son dificiles de 
comparar; algunos dan medidas puntuales C’Nj, CjHj) mientras que otros dan medidas 
que son globales a lo largo de toda la vida de la planta (peso seco, métodos agronómicos, 
marcado del suelo, abundancia isotópica natural). Cada uno tiene diferentes ventajas y 
limitaciones y son a menudo complementarios. 

La elección de un método dependerá de los objetivos elegidos (nivel de precisión, 
estimación cualitativa o cuantitativa, medidas puntuales o acumulativas) y de los medios 
a disposición del investigador; por ejemplo, para un estudio sobre la influencia de 
variaciones puntuales de variables climáticas, se podría usar la medición de la actividad 
de reducción de acetileno; por otra parte, la determinación de la cantidad total de 
nitrógeno fijado durante la vida de las plantas requerirá el análisis por marcado del suelo 
o abundancia isotópica natural. 
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Maodo 

Técnica 

Vcnmaa 

Desvcnfojaa 

Peso seco 
(acumulativo) 

Peso 

- ver método agronómico 

- falta de precisión 

Agronómico 

(acumulativo) 

Determinación 
de nitn^eno 

- flcU de aplicar 

- mébxk) de campo 

- bajo costo 

- fiüta de precisión Oa 
asimilación de N no 
es siempre la misma 
entre las plantas 
fijadoras y las no 
fijadoras 
• destructivo 

A.R.A. 

(puntual) 

Cromatografía 
de gases 

- método de campo 

- fécil de medir 

- muy sensible 

- no destructivo 

- permite estudio de factores 
abióticos dorante periodos 
cortos 

- indirecto 

- variabilidad del 
factor de conversión 
cyi,/N, 

(teóricamente igual a 
3) 

Marcado de 
suelo 

(acumulativo) 

Espectrometría 
de masa o de 
emisión 

- métoda de campo 

- preciso 

- heterogeneidad entre 
muestras 

- elección de la planta 
de referencia 

- costo del ”N 

- destructivo 

Variación de 
abundancia 
isotópica 
natural 

(acumulativo) 

Espectrometría 
de masa con 
doble 

introducción 

- fécil de aplicar m el campo 

- homogeneidad dentro de las 
muestras 

- preciso 

- no necesita imervención del 
investigador 

- aplicable sólo 
cuando la 
abundancia 
isotópica natural 
difiere oitre aire y 
suelo 

- elección de la plama 
de referencia 

• necesita importante 
precisión para el 
anilisis 

- destructivo 

- costo del 
equipamiento 

“N, 

(puntual) 

Espectrometría 
de masa 

- directo y preciso 

- seguimiento de 
transformación y migración 
del N fijado en la planta 

- cüculo de la relación 

- difícil de manejar 
(control de 
condiciones 
atmosféricas) 

- no aplicable en el 
campo 

- costo del “N y 
equipamiento 

• destructivo 


Tabla 1: Comparación de métodos. 
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ESTIMACION DE LA ACTIVIDAD 
DE FIJACION DE NITROGENO: 
ANALISIS DE NITROGENO TOTAL 


I. REACTIVOS 

HjS 04 puro (36 N); HjSO, N/lOO 
NaOH S0% 

Reactivo de Wieninger: 100 g K]S04 + 60 g C11SO4 + 2 g seloüo 
Acido bórico (2% en agua) + rojo de metilo (2 mi de solución al 0,1% en 
alcohol 9S%) + verde de bromociesol (10 mi de solución al 0,1% en alcohol 
95%) 


n. DISEÑO EXPERIMENTAL 

1. Digestión 
Preparación de la muestra: 

Las plantas se secan (4 a 10 días a temperatura ambiente en atmttefera ventilada 
o 24 horas a 70°C en estufa de secado, luego se muelen (por ejemplo con un 
molino casero). 

El suelo se seca y luego se tamiza. 

Cantidad de muestra para análisis; 

de 0,1 y 1 g de planta molida. 

de 5 a 10 g de suelo, dependiendo de su contenido de nitrógeno. 

Poner la muestra en un matraz con; 

20 mi de HjS 04 puro (36 N). 

una espátula (aprox. 2 g) de reactivo de Wieninger. 

Calentar en un digestor hasta que se confírma la ocurrencia de un color verde: 
plantas; 4 horas, 
suelo; 1 - 2 días. 

Después de enfriar, el volumen de la mezcla se ajusta a 100 mi. 

2. Destilación 

Diferentes tipos de aparatos se usan para la destilación: ‘Bremner*, 'Kjeldahl*, ’Búchi*. 
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INFORMACION ADICIONAL 

• BREMNER J.M. and EDWARDS A.P. (1965) Determination and isotope 
ratio analysis of differem forms of nitwgen in soils : 1. Apparatta and 
procedurt for distillation of ammonium. SoilSci. Soc. Amer. Proc. 29:504 
-507. 
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1: generador de vapor 


2: muestra + NaOH 
Gigeramente alcalino) 


3: sistema de 
enfiiamiento 


4: ácido bórico + rojo 
de metilo + verde de 
bromoc resol 


Figura 1: Unidad de destilación tipo "Breinner". 


tomar una alícuota de 5 mi de los 100 mi de muestra. 

cuando se enfría, agregar NaOH frío hasta pasar apenas el punto de neutralidad 

(chequear con papel pH), aproximadamente 5 mi de NaOH. 

poner S mi de la mezcla de ácido bórico + rojo de metilo + verde de 

bromocresol en un vaso de Bohemia de SO mi; esto actúa como trampa para el 

amonio arrastrado por el vapor. 

dejar destilar la mezcla por S minutos. 

determinar la cantidad de amonio por titulación con H]S04 N/100. 

m. CALCULO DE LA CANTIDAD DE NITROGENO 
La cantidad de nitrógeno en el destilado es: 

Q N (mg) - 28/2 x Normalidad del HjSO^ x Volumen del H2SO4. 

Por lo tanto, la concentración de nitrógeno total en la planta (o en el suelo) es; 

V. 1 

Concentración de N (mg/g de planta) = Q N x x 

V P 

’ • • • 

donde: V. = volumen al final de la digestión (100 mi). 

V, = volumen del destilado. 

P, = peso seco digerido. 
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EVALUACION DE LA ACTIVIDAD 
NITROGENASA EN NODULOS DE 
LEGUMINOSAS USANDO LA MEDIDA DE 
LA ACTIVIDAD DE REDUCCION DE 
ACETILENO 


I. PRINCOTO 

La nitrogenasa es la enzima que cataliza la reducción biológica del nitrógeno atmosférico 
de acuerdo a la siguiente reacción in \itro: 

N, + 3 H, = 2 NHj 

Esta enzima es capaz de aceptar otros sustratos además de N, e caracterizados por 
un triple enlace, por ejemplo acetileno, que es reducido a etileno: 

3 CjH, + 3 Hj = 3 C,H« 

Cuando órganos fíjadores de nitrógeno se incuban en una atmósfera con al menos 10% 
de CjH], otros sustratos para la nitrogenasa son inhibidos por el acetileno. Por lo tanto, 
la cantidad de etileno formado en estas condiciones y en un período dado de tiempo, 
corresponde a la transferencia total de electrones causada por la nitrogenasa. La cantidad 
de acetileno reducido es una medida de la actividad reductora de la nitrogenasa, algunas 
veces llamada A.R.A. (Actividad de Reducción de Acetileno). 

De todas formas, ésta no es una medida exacta de la actividad efectiva de reducción de 
N] por la nitrogenasa. De hecho, en el aire con 78% de nitrógeno y 21% de oxígeno, 
sólo una fracción de los electrones son realmente transferidos al niti^eno atmosférico, 
la otra fracción está involucrada en la producción de hidrógeno. Esta fracción varía 
enormemente. 


FAO 

IV EXPE 4C PAGINA 1/5 
AUTOR : J J. DREVON 


ISFORMACION ADICIONAL 

• HARDY R.W.F., HOLSEN R.D.. JACKSON E.K. et BURN R.C. (1968) 
The aceiyiene - ethylene assay for N¡ flxaiion : laboratory and fteU 
evaluation. PUua Physiology, 43 ; 1185 - 1207. 

• BALANDREAU J. et DUCERF P. (1977) Activité mtmgénasique (C¡H¡) in 
silu : mesure, analyse des faaeurs limitants, comparaison des sytimes 
fixateurs d 'azote. £a ; Isotopes in Biológica! Dinitrogen Fjxation. AlEA 
Vienne, pp.l73 - 189. 
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Sin embargo, la cantidad de energía requerida por la nitrogenasa para reducir acetileno 
no es tan grande como la requerida para la reducción de N^. Además, se ha sugerido que 
el acetileno inhibe parcialmente la actividad nitrogenasa en varias simbiosis 
Rizobium-leguminosa. 

A pesar de estas imperfecciones, el análisis de reducción de acetileno es ampliamente 
usado en rizobiologia porque i) es relativamente fácil de usar, ii) provee una respuesta 
inmediata para determinar la actividad nitrogenasa, iii) puede ser usado en 
determinaciones de campo, iv) es posible comparar varios tratamientos. 


II. MATERIALES Y METODOS 

Los órganos se incuban después del corte ya sea en un frasco (Figura 1) (en este caso, 
se recomienda que el procedimiento se realice en raíces noduladas más que en nódulos 
escindidos), o en el campo usando un dispositivo del tipo campana de plástico (Figuras 
2a y 2b). 



Figura 2b: 

Incubación in situ dejando 
la parle aérea al aire. 


Figura 2a: 

Incubación in silu con campana 
de plástico 
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En el incubador se inyecta un volumen de acetileno correspondiente al 10% del volumen 
de incubación. El acetileno se obtiene usando carburo de calcio [CaC, + 2 H¡0 = 
Ca(OH), + 2 CjH,] (Figura 3), o directamente de un cilindro con gas a presión. (¡Tener 
cuidado con el hecho de que el acetileno es altamente explosivo!) 

Las determinaciones in situ requieren el uso de un trazador que no afecte la reacción (por 
ejemplo, propano), para determinar el volumen de gas usado en la incubación, si se desea 
una medida cuantitativa precisa; para estudios comparativos, el uso de gas trazador puede 
ser eventualmente evitado. 


Inyección de 5 mi del 
gas mucstrcado en el 
incubador 


.Tubo "Venoject" 
parcialmente vaciado 
sacando 10 mi de aire 


a partir de carburo de calcio 

Figura 4; Conservación de la muestra 

Inmediatamente después de la inyección de acetileno, se loma una muestra del incubador. 
Esto dará la medida inicial. 

Entonces, a intervalos regulares de tiempo (por ejemplo, cada 10 minutos para 
incubación en frasco, cada 15 minutos para incubación in siru), se toma una muestra de 
la mezcla de gases de la siguiente manera; se pasa una aguja de una jeringa de 10 mi a 
través del tapón de goma, el émbolo se sube y baja 3 veces (piara mezclar la atmósfera 
dentro) y luego se toma una muestra de S mi de gas con la jeringa. La muestra se inyecta 
inmediatamente (Figura 4) dentro de un tubo piara sangre cerrado y piarcialmenie vaciado 
después de sacar 10 mi de aire de su interior (piara evitar presión excesiva durante el 
almacenamiento temporario). 

El análisis del contenido de etileno y acetileno (y propiano en el método in siiu) se realiza 
en un cromatógiafo de gases (Figura 5) con un detector de ionización de llama (columna 
Porapak R; largo 1,8 m, diámetro 3,2 mm; arrastre de N, gas con un nivel de flujo de 
36 ml/minuto; temperatura del homo; 80°C). Se remueven 0,5 mi del gas contenido en 
el tubo con una jeringa de plástico de I mi (se limpia cuidadosamente bombeando 3 veces 
el émbolo en el aire) y se inyecta en el cromatógiafo. La altura h del pico de etileno se 
lee en el registrador; luego se calcula el número de moles de etileno en los 0,5 mi 
inyectados por compjaración con la altura h, de un pico estándar obtenido p>or inyección 
de 0,5 mi de una mezcla gaseosa con una cantidad conocida de etileno y almacenada en 
un tubo de muestra de sangre de la misma manera (Figura 4). 
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jeringa 

I— ^ 


inyector 


homo 


detector registrador 



gas vector columna 


CjH2 


Figura 5: Principio del análisis usando un cromalógrafo de gases 


ni. CALCULO Y EXPRESION DEL A.R.A. 

El A.R.A. es igual al número promedio de moles de etileno producido por unidad de 
tiempo entre cada muestra. También es posible obtener este valor calculando la pendiente 
de la curva de regresión entre los diferentes valores de etileno obtenidos sobre la base 
del tiempo en el que la muestra ha sido tomada. 


n <= número de moles de etileno en el incubador 
h = altura del pico de etileno en la muestra 

he = altura del pico de etileno en el estándar 

ve = volumen de etileno inyectado en el estándar 

V — volumen de incubación 

V = volumen estándar 

22 400 = volumen de una mol de gas a 20°C 

n = h X ve x v 

he 22 400 V 


Si el volumen v no se conoce, puede calcularse usando un gas trazador, tanto propano 
como acetileno. Cuando se usa acetileno: 

V = a a hac X V y n = ve x a_ * b4£ * h 
a, ha 22 400 a. ha he 

a = mi de acetileno inyectados en el incubador, 

a, = mi de acetileno inyectados en el volumen estándar V. 

hae = altura del pico de acetileno del estándar, 

ha = altura del pico de acetileno de la muestra. 
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A.R.A. puede expresarse de varias maneras: 

1) A.R.A. global; 

Esta mide la actividad ñjadora de todos los nddulos; dq)ende del número total de 
nódulos y de la actividad de cada nódulo. 

Se expresa en micromoles (10^ moles) de QHj reducido por hora y por planta. 

2) A.R.A. especinca: 

Esta mide la actividad en relación a la cantidad de tejido nodular: se expresa en 
micromoles de QHj reducido por hora y por gramo de peso fresco o peso seco 
de nódulos. 

Dd)ido a la variación entre las proporciones respectivas de bacteroides y tqido 
vegetal en el nódulo, algunos autores preñeren calcular la cantidad total de 
proteínas por gramo de nódulos y expresar la A.R.A. en micromoles de CjH, 
reducido por minuto y por mg de proteínas. 


IV. PROBLEMAS CON EL METODO 

Vatios factores afectan directamente el nivel de actividad nitrogenasa: 

Con la presión de decayendo en el frasco, la actividad nitrogenasa de los 
nódulos presenta una disminución global debido a una falta de respiración 
suficientemente intensa. 

Las variaciones de temperatura tienen efectos muy marcados sobre la actividad 
nodular. 

La falta de humedad tiene como resultado una abrupta caída de la actividad 
nitrogenasa de los nódulos. 

Los nódulos reciben la energía necesaria para la reducción de la nitrogenasa de 
los fotosintatos aportados por la planta hu^ped. Una modifícación de la actividad 
fotosintética conduce a una variación en la actividad de reducción de acetileno. 

Como resultado, el método del frasco se usa para períodos de incubación cortos, con la 
actividad nitrogenasa usualmente decreciendo después de SO minutos. Este método 
subestima la A.R.A., pero su relación con la proporción de A.R.A. real se considera más 
o menos constante. 

El método in situ para medir la actividad nodular en el campo en el sistema 
suelo-ambiente es complicado por el calentamiento que ocurre bajo la campana de vidrio 
y por las modiñcaciones en contenido de CO^ que afectan la fotosíntesis y la actividad 
nitrogenasa. Por estas razones, a veces la campana de vidrio se reemplaza por una 
bandeja, que se coloca alrededor de la base del tallo cuando es posible (Figura 2b). 
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FIJACION DE NITROGENO: 
UTILIZACION DEL ISOTOPO 15 DEL 
NITROGENO 
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A. INTRODUCCION 


Diferentes métodos usan ”N para estimar la actividad de la fíjación simbiótica de 
nitrógeno (ver IV EXPE 4A), dos de los cuales se explican a continuación: 

método de marcado del suelo; 

método de variaciones isotópicas naturales. 

Para una mejor comprensión, deben clarifícarse algunas defíniciones específicas a 
técnicas isotópicas: 

“N: 

”N es un isótopo pesado, estable y no radiactivo del nitrógeno. Es eléctricamente neutro 
y tiene un neutrón suplementario en relación al '*N. Diferentes preparados enriquecidos 
en '^N NO 3 ', N orgánico, etc.) están disponibles a varios niveles: S, 10, .... 99% 

de ”N. 

Abundancia isatóptcM o poreenUge de átomos de ”N (At% ”N) 


Número de átomos **N 

At %'^N = 

Número de átomos ”N + Número de átomos **N 


Esto puede ser expresado como un porcentaje: el aire contiene naturalmente 0,3663% de 
”N y 99,6337% de ”N. 


INFORMACION ADICIONAL 

• BARDIN R.. DOMENACH A.M. and CHAIAMET A. (1977) Rapports 
isotopiques naturels de I 'azote II. Application á ¡a mesure de la fixation 
symbiotique de l’azote in situ . Rev. Ecol. Biol. Sol, 14 : 395 - 402. 

• DOMENACH A.M. and GORMAN A. (1984) Dinitrogen fixation by field 
soybeans : statistical anatysis of variations in Sl’N and proposed sampling 
procedure. Plant and Soil, 78 : 301 • 313. 

• FRIED M. and MIDDLEBOE V. (1977) Measurement of nitrogen fixed by 
a legutne crop. Plant and Soil, 47 : 713 - 715. 

• FRIED M. and BROESHART H. (1981) A fitrther extensión of ihe method 
for independently measuring the amount of nitrogen fixed by a legutne crop. 
Plant and Soil, 62 : 331 - 336. 

• HARDARSON G., ZAPATA F. and DANSO S.K.A. (1984) Field evaluation 
of symbiotic nitrogen fixation by rhizobial strains using '^N methodology. 
Plant and Soil, 82 : 369 - 375. 

• Joint FAO/IAEA División, Wagramerstrasse 5, POB 100, A-1400 Vienna, 
Austria. 
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% de átomos en exceso o enriquecimiento: 

% ”N en exceso de una muestra = % '*N de la muestra - % ”N del aíre, 
delta Unidad usada para caracterizar abundancias isotópicas naturales: 


6“N = 


% '*N muestra - aire 


aire 


X 1000 


Dilución: 

El principio del análisis de dilución isotópica se basa en el agriado de una cantidad 
conocida de isótopo a una muestra conteniendo el elemento a ser medido. La medición 
isotópica del total permite entonces la determiiutción de la cantidad inicial del elemento. 

Ejemplo: Se desea conocer, para una planta dada, la proporción de nitrógeno derivada 
del fertilizante y la derivada del suelo por marcación del fertilizante con *’N. 

en exceso oi la planta 

% Nddf X 100 

en exceso en el fertilizante 

% Ndds = 100 - % Nddf. 

(Ndds = Nitrógeno derivado del suelo). 

(Nddf = Nitrógeno derivado del fertilizante). 

Concepto de disponibilidad equivalente de las fuentes nitrogenadas del suelo: 

Este concepto está basado en la siguiente hipótesis: cuando una planta está en contacto 
con diferentes fuentes nitrogenadas en un suelo, tomará de cada fuente proporcionalmente 
a sus respectivas cantidades disponibles. 

% Ndds 

Nitrógeno disponible del suelo: A = x nivel de fertilizante aplicado 

% Nddf 


Planta de referencia: 

El porcentaje de *’N de la planta de referencia debe reflqar el nitrógeno disponible (suelo 
+ eventual fertilización). La planta debe crecer en el mismo suelo, en las mismas 
condiciones (irrigación, fertilizante, ...) a las de las plantas ñjadoras de nitrógeno 
estudiadas. También debe tener un tipo de desarrollo similar (misma exploración 
radicular) y un ciclo vegetativo similar. 


Cuando sea posible, debe elegirse una variedad genéticamente no nodulante. De lo 
contrario, debe elegirse una gramínea (dependiendo de las posibilidades locales); por 
ejemplo, sorgo o mijo para soja, raigrás para tr^l. 


Copyrighted material 



IV EXPE 4D PAGINA 3/S 


B. FIJACION DE NITROGENO ME3>IDA CON SUELO MARCADO CON “N 

I. DEFINICION 

La cuantifícación de la fíjación simbiótica de nitrógeno con suelo marcado con ”N es una 
aplicación del valor A (ver definiciones). 

Este método requiere la presencia de una planta no fijadora (ver definiciones). 

Se pueden encontrar dos situaciones: 

a) Las plantas fijadoras y las de referencia no fijadoras reciben cantidades similares de 
fertilizante; 

%”N en exceso en planta no fij. - %”N en exceso en planta fij. 

* N fijado = X 100 

%”N en exceso en planta no fijadora 

En este caso, sólo es necesario conocer el % '^N en exceso en las plantas fijadoras y no 
fijadoras. 

b) Las plantas fijadoras y las de referencia no fijadoras reciben cantidades diferentes de 
fertilizante, Q, para el sistema fijador, Q 2 pata el sistema no fijador; 

o *r - o, ( , -r) - 0. - i) 


En este caso, debe conocerse el porcentaje de ”N de la planta no fijadora y de la planta 
fijadora y del fertilizante, asf como el nivel de fertilización (Kg/ha) usado oí cada una 
de las parcelas. 

n. DISEÑO 

Los productos enriquecidos en ”N son caros (ISO a 300 US$ por gramo de ”N puro), 
de tal maneta que las pruebas dri>en realizarse en pequeñas parcelas marcadas dentro de 
las parcelas experimentales. 

Estas parcelas deben ser tan planas como sea posible. 

El resto de la parcela (sin agregado de ”N) recibe la misma cantidad de 
fertilizante nitrogenado que las parcelas marcadas y se usa para calcular los 
rendimientos. 

Las parcelas de las plantas fijadoras y no fijadoras deben tener la misma 
configuración, deben hacerse al menos 1 a 2 repeticiones. 
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- Ejemplo de parcela; 


2.50 m ► 



i 

j 

1,50 m 


? 


Parcela fertilizada ‘*N: 

2.50 X 1,50 m 

Parcela de cosecha ”N: 

1.50 X l.lOm 


Línea de siembra 


Las soluciones líquidas de '^N fertilizante se distribuyen tan homogéneamente 
como posible (una regadera con tapón aspeijador, botella de lavado con 
asperjador, etc.). 

No caminar sobre la parcela después de marcada. 

El producto marcado con '^N está bajo la forma en la que se pretende usar 
(“NH,*, ”NO, , ‘'NH»* '*NO, , ”N-urea, ...). Tener cuidado de la volatilización 

del amonio en un medio básico, del nitrato lixiviado en arenas Conservar 

una alícuota del fertilizante marcado (10 mi) para medir su relación isotópica 
como control. 

El exceso isotópico generalmente usado para fertilizantes es 1 - 5%, 
dependiendo del equipo de medida disponible; un espectrómetro de emisión es 
mucho menos preciso que un espectrómetro de masa. 

Es frecuente realizar una dilución del producto marcado con el mismo producto no 
marcado. Por ejemplo, si se compró I g de nitrógeno marcado al 30% y tiene que ser 
diluido al 5%; 

X g . 5% = I g . 30% + (X - I) g . 0,3663% 

(X - I) g es la cantidad de fertilizante no marcado a ser agregada a I g marcado al 30% 
para obtener un 5% de marcado final. 
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La cantidad de fertilizante agregado depende del tipo de experimento planeado: 
puede ser 10 Kg N/ha (o más si se des«i un efecto del fertilizante) 

La recolección de plantas debe realizarse desde la floración hasta la maduración 
pero ant» de la caída de las hojas. Planear tener por lo menos 3 grupos de S 
plantas en cada parcela. 

m. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

1. Preparación de muestras 

Secado de plantas (4 días a temperatura ambiente con ventilación o 24 horas a 
70*C en una estuñt). 

Pesar cada grupo de S plantas. 

Moler a un ñno polvo homogéneo (por qemplo, con un molino casero) toda la 
planta (tallos, hojas, semillas). ' 


2. Mineralizacióo 
Mezclar: 

- 1 g de muestra molida 

- 20 mi de ácido sulfttrico puro 

- aproximadamente 2 g de reactivo de Wieninger (100 g K}SO« + 60 g CUSO 4 
+ 2 g setenio). 

Calentar en una unidad de digestión hasta alcanzar un color verde intenso (4 a 
24 horas). 

Transferir la mezcla a otro recipiente, ajustar el volumen a 100 mi después de 
enfriar. 


3. Destilación (Equipo KjeldahI o Bremner) 

Dependiendo de la concentración de nitrógeno, tomar la mitad a un cuarto de 
los 100 mi. 

Enfriar la muestra a alrededor de 10°C y agregar a ésta NaOH 50% frío (lO^Q 
hasta que el pH suba ligeramente sobre 7 (chequear con papel pH). 

Destilar en 20 mi de H}S 04 N/20 para atrapar el NIL^ hasta obtener un 
volumen total de 100 mi. El amonio se combinará con el ácido sulñirico de 
acuerdo a la fórmula: 

2 NH4OH + H,S04 - (NH4)^04 + 2 H,0 
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4. Titulación del nitróteno 

Titular el exceso de H]S 04 usando un titrínsetro (o un peachímtíio) con NaOH 
N/20 hasta alcanzar pH 7; evitar el uso de un iMcador por colorimetria, qt» 
puede interferir con la medición isotópica. 

La cmitidad de nitrógeno en la muestra se calcula de acuerdo a la siguiente 
fórmula: 


28xNi 

Q Ni (mg) = X Cantidad de HjS 04 combinada con NH,, 

2 

donde: • N, = normalidad (por ejemplo, 1/20) de H 2 SO 4 

- Q H 2 SO 4 combinado = Q H 2 SO 4 inicial (20 mi) - Q H 2 SO 4 medido 


5. Concentración de muestras 

Después de titular, llevar el pH de la solución a 3 - 4 para evitar pérdidas de 
nitrógeno por volatilización. 

Evaporar la solución hasta aproximadamente 1 mi; transferirla a un tubo de 
hemolisis; terminar el secado en un desecador al vacío que contenga un 
desecante como P,0, y que esté conectado por una llave a un bomba de vado. 


6 . Almacenamiento de muestras 

Después del secado, las muestras pueden almacenarse como un polvo blanco por muchos 
meses en un (tesecador al vado. Están prontas para el análisis isotópico y puexten xr 
enviadas en tubos cerrados ('venoject' - tipo sellado) en cualquier momento a un centro 
para medición. Indicar sobre una etiqueta adhesiva las referencias de la muestra y la 
cantidad de nitrógeno en el tubo (es necesario tener entre 1 a 2 mg de nitrógeno para 
espectrometría de masa). 

En caso de muestras marcadas, debe tomarse especial cuidado para evitar contaminadón 
de ”N entre los tubos. 

También debe tomarse particular cuidado al lavar todo el material de vidrio y los 
utensilios que han estado en contacto con las mucuras. Pata tal fin, se usa un detergente 
descontaminante (como RBS) seguido por un tratamiento con alcohol, y, en caso de 
material de vidrio, por un tratamiento con ácido sulfocrómico. Tena' cuidado con el 
mdino y el digestor. Pata el equipo de destilación, destilar alcohol después de cada serie 
de muestras. 

Las mediciones pueden realizarse tanto en un espectrómetro de masa como en un 
espectrómetro de emisión, que es más barato pero menos preciso. 
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C. USO DE VARIACIONES ISOTOPICAS NATURALES 
I. DEFINICION 

La diferencia marcada en la relación isotópica natural de nitrógeno entre plantas fijadoras 
y no fijadoras creciendo bajo condiciones similares permite la detenninación de la 
fijación simbiótica de nitrógeno: 


aire 


aire 



suelo 


suelo 


planu fijadora planta no fijadora 

(referencia) 


-f- 


planta fijadora 
en medio sin N 


X = porcentaje de N derivado del suelo. 

Y = porcentaje de N derivado del aire. 

X. % ”N. + Y. %“N, = 100. 

X + Y =100. 

planta no fij. - %“N planta fij. 

% N fij. (Y) - X 100 

planta no fij. - planta fij. (medio sin N) 


n. PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

Este método puede usarse en estudios de laboratorio o de campo. 

En el campo, puede usarse para ensayos de inoculación de leguminosas o estudios de 
cultivares (ver IV EXPE 2). En el estudio debe incluirse lo siguiente: 

1 o 2 surcos de plantas de referencia dentro de la parcela; 
al menos un cultivo de la planta nodulada (5 repeticiones inoculadas con 
un cultivo puro del Rhizobium específico, o con un extracto de suelo), 
sobre un medio inerte sin nitrógeno (arena, ladrillo molido, ver IV EXPE 
IB); 

muestrear solamente desde la floración hasta la maduración; 
cosechar toda la parte aérea; 

muestrear al azar, para una parcela típica de 8 m x 6 m (ver IV EXPE 2): 


3x5 plantas fijadoras de nitrógeno; 
3x5 plantas de referencia. 
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ni. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

El tratamiento de la muestra es el mismo descrito previamente para las marcadas con ”N 
y se obtienen muestras en la forma de (NH«) 2 S 04 . 

Todas las preparaciones (mineralización, destilación) deben realizarse completamente 
para prevenir la ocurrencia de fraccionamiento isotópico. 


IV. PRECISION DEL METODO 

La precisión del método depende del valor de la referencia: 

% de precisión de 
la medida de la fijación 

20 - 


15H 


10 -^ 


5 


OH 1 1 r- 

0 5 10 15 

Í'*N del valor de referencia 



V. LIMITACIONES DEL METODO 

Es necesario llevar a cabo las medidas usando un esptectrómetro de masa de doble entrada 
con una precisión del orden de 0,0002% '’N. 

El valor de la planta de referencia debe ser diferente del valor del aire; para estudios con 
agregado de fertilizante, es importante asegurarse que el valor isotópico del fertilizante 
sea mayor que el del aire, si no es así, se lo debe incrementar agregándole '^N (por 
ejemplo, 0,4 g de ”N al 5% por Kg de nitrógeno al 0,3663% '*N da un valor de 
0,3680% ’^N). Por lo tanto, es recomendable tener el valor isotópico del nitrógeno del 
suelo medido antes de instalar un experimento de campo en gran escala. 

Nota: La más mínima traza de marcado puede interferir con las mediciones de la 
abundancia isotópica natural. Por lo tanto, es imperativo no usar ningún equipamiento 
(material de vidrio, molino, equipo de digestión y destilación) que haya sido usado para 
la medición de muestras enriquecidas con '^N. 
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UN METODO EMPIRICO SIMPLE 
PARA LA EVALUACION EN EL 
CAMPO DE LOS FACTORES 
LIMITANTES DE LA FIJACION DE 
NITROGENO 

I. PRINCIPIO 

El análisis gráñco empírico de factores limitantes de la producción de frutos, prc^Hiesto 
por Webb en 1972, puede aplicarse a la fijación de nitrógeno. 

El principio del método se explica en las tres partes de la Figura 1. Cada una representa 
los resultados de mediciones simultáneas de un proceso (P) y de un factor (F) cuyo efecto 
sobre el proceso está siendo ntudiado: 

Cuando F no es un factor que está influyetKlo en el proceso P, los punte» 
experimentales están distribuidos al azar sobre el plano (P, F) (ver Figura lA); 
Si F es el único factor limitante para P, los puntos experimentales siguen la 
curva de acción de F sobre P (ver Figura IB); 

Si F no es el único factor limitante, los puntos representan las situaciones 
experimentales donde F limita P hasta la curva de acción de F sobre P mioitras 
que los puntos que representan situaciones donde un factor distinto de F es 
limitante, se encuentran por debajo; la curva de acción de F sobre P aqnrece 
como envolvente de los puntos experimentales dispersos (ver Figura IC). 

Para estudios de fijación de nitrógeno en cámaras de cultivo, deben elegirse en la medida 
de lo posible las condiciones de la Figura IB; sólo varía un factor y determina la 
intensidad del proceso. De esta manera es posible estudiar fiictores limitantes tales como 
edad de la planta, intenridad de luz o niveles de fertilización. 

Esta situación raramente se encuentra en el campo donde la expresión de la fijación de 
nitrógeno es el resultado de los efectos de muchos factores relacionados con la planta, 
el suelo y el clima. Entonces es posible usar una aproximación gráfica como la propuesta 
en la Figura IC. 


INFORMACION ADICIONAL 

• WEBB R.A. (1972) Use ofboundary Une in ihe anafysis of biológica! 
data. J. Hon. Sci. 47 : 199 - 204. 

• BALANDREAU J. and DOMMERCUES Y. (¡971) Mesure in situ de 
¡’aaivité tútrogénasique. C.R. Acad. Se. París, sirie D. 273 ; 
2020-2023. 

• BALANDREAU J. and DOMMERCUES Y. (1973) Assaying niirogenase 
(CjH^ activity in the fieid. Bull. Ecol. Res. Comm. (Stockholm), 17 : 
247-254. 

BALANDREAU J., DUCERF P,. HAMAD-FARES /.. WEINHARD P.. 
RINAUDO G.. MILUER C. and DOMMERCUES Y. (1978) Limiting 
factors in grass rútrogen fixation. £u ; Limitations and Potentials for 
Biological Niirogen Fixation in the Tropics, J. DObereiner, R. Burris, A. 
Hoilaender eds, Pienum press, pp. 275 - 302. 

BALANDREA U J. , GUCKERTA. and WEINHARD P, (1982) Ecosystime 
prairial : 4.1. Vers une modilisation de ¡a fixation d 'azote. Acta 
Oecologica, Oecologia Generalis, 3 : 91-110. 
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Figura 1 : Estudio gráFico de factores limitantes para la Fgación de nitrógeno 


A : F no es un factor que influye en el proceso P. 

B: F es el único factor limitante para P. C: F no es el único factor limitante. 


II. EJEMPLO DEL USO DE ESTE METODO 


La Figura 2 es un ejemplo del uso de este liiétodo. Se realizaron mediciones in situ de 
la actividad de reducción de acetileno (ARA, ver IV EXPE 4C) en una pastura 
permanente usando la técnica de Balandreau y Dommergues (1971, 1973). Cada punto 
representa una medida hecha durante una hora bajo un cilindro cubriendo un área de 
suelo de 700 cm’. Para cada cilindro, se midió el peso seco de las hojas verdes del trébol 
blanco {Tr^üum repens). 



peso de limbos verdes (g) 


Figura 2: Mediciones de campo de fijación de nitrógeno de trébol blanco. 
El [leso de las hojas verdes es un factor limitante importante. 
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El estudio del carácter limitante de este factor requiere que la gráfica de la Figura 2 se 
realice donde la actividad de reducción de acetileno (ARA) se represente como función 
del peso de las hojas (PH). 

La Knea ARA = K * PH que limita la nube de puntos tiene una pendiente K = 8400 * 
10^* moles (]]H 4 / hora / cilindro; esta Unea es la curva del efecto del factor PH sobre 
la actividad de reducción de acetileno del trébol: los puntos sobre esta curva o 
inmediatamente alrededor de la misma representan mediciones hechas en situaciones 
donde la superficie de las hojas fue el único factor limitante; el número de puntos permite 
una evaluación de la frecuencia en que este factor es limitante. Los puntos debajo de la 
curva son aquellos donde otro factor ha limitado la ARA (luz, temperatura del suelo o 
del aire, ...); la ARA puede entonces representarse como una función de otros factores. 

Algunos puntos ubicados debajo de la curva ARA = f (PH) pueden entonces aparecer 
sobre la curva ARA = f (Fi), lo que signiñca que Fi es limitante en estas situaciones. 
Este método ha sido usado en sistemas fijadores de nitrógeno simbióticos y no 
simbióticos (Balandreau ei a¡, 1978, 1982), para ARA y para fotosíntesis (Figura 3). 

Para todos los sistemas estudiados, el peso de las hojas verdes parece ser el factor 
limitante más importante, lo cual refleja la estrecha relación de la fijación de nitrógeno 
con el suministro de fotosintatos por la planta. La relación ARA » K * PH permite uiui 
definición de la mejor performance de un sistema y también una comparación de 
diferentes sistemas (Tabla I). 


Tabla 1. Coeficientes K para algunos sistemas fiadores de nitrógeno 
(en 10^ moles CjH] / hora / g hojas) 


Maní (Lamto, Costa de Marfil) 3840 

Maní (CNRA, Bambey, Senegal) 3340 

Trébol blanco (Nancy, Francia) 8400 

Maíz (Nancy, Francia) 100 

Pata de gallo (Nancy, Francia) 140 

Hyparrhenia sp. (Lamto, Costa de Marfil) 70 

Loudetia simplex (Lamto, Costa de Marfil) 180 

Arroz (Lamto, Costa de Marfil) 4260 


Debe observarse que el valor de K puede variar considerablemente de un suelo a otro, 
de cultivar a cultivar y, probablemente, de bacteria a bacteria. 

Finalmente, debe enfatizarse que cuando se trabaja sobre poblaciones de plantas muy 
diferentes en tamaño, puede ser necesario usar como ordenada no la ARA bruta sino la 
ARA expresada como un % de ARA K * PH. 
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Figura 3: El peso de las hojas de maíz es un factor limitante importante para 
fotosíntesis (arriba) y para HJación de nitrógeno en su rizósfera (ab^o). 


m. CONCLUSION 

Este enfoque es empírico a dos niveles: 

el trazado de la curva límite, para la cual no se ha encontrado una solución 
matemática satisfactoria. 

el grado de certidumbre de esa curva depende, por supuesto, del número de 
mediciones realizadas y de la efectiva diversidad de las situaciones 
experimentales encontradas. 


Sin embargo, el método permite estudiar situaciones de campo reales donde interactúan 
factores conocidos y desconocidos. 
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MEDICION DE LA EHCIENCU DEL USO 
REAL DE FERTILIZANTES 
NITROGENADOS: USO DEL ISOTOPO 15 
DE NITROGENO EN EL CAMPO 


I. INTRODUCCION 

Además de medir la ñjacidn de nitrógeno (ver IV EXPE 4D), el uso de fertilizantes 
marcados con '*N permite: 

medir la Eficiencia del Uso real de la dosis de Fertilizante nitrogoiado aplicado 
a un cultivo (E.U.F.) 

determinar la cantidad de nitrógeno aportado por el suelo. 

La medición de la E.U.F. en agronomía es la base de la optimización de la fertilización 
nitrogenada; la utilización de técnicas culturales que usan el fertilizante nitrogenado más 
eficientemente combina los intereses de los agrónomos y de los ecolc^istas al reducir la 
contaminación por NO 3 *. 

La cantidad de nitrógeno aportado por el suelo se usa en agronomía esencialmente para 
comparar, en una rotación de cultivos, la capacidad del cultivo del primer año de aportar 
nitrógeno para los cultivos siguientes (efecto residual del N). 

Las definiciones de términos específicos para ”N están dadas en IV EXPE 4D. 
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n. MEDICION DE LA EHCIENCIA DEL USO DE FERTILIZANTE Y EL 
APORTE DEL SUELO. 

I. PriiKlpio, definiciones específicas, métodos de cálculo 

Usando un fertilizante nitrc^enado levemente enriquecido con ”N, se provee a un cultivo 
con una cantidad conocida ^ isótopo. Entonces, se mide la cantidad de este isótopo ”N 
absorbido por la planta. La eficiencia del uso real del fertilizante se mide por la relación 
entre la cantidad de ”N recuperado en la planta y la inicial aportada en la forma de 
fertilizante marcado, expresada como porcentaje. 


INFORMACION ADICIONAL 

• DEU G. and RENNIE D.A. (1979) Isotope siudies on the comparative 
efficiency of nitrogenous sources. Australian J. Soil Res. 17 ; 155 - 162. 
FRIED M . , SOPER R.J. and BROESHART H. (1975) ¡abelled single 

treatment fertílity experiments, Agron. J. 67 : 393. 

BROADBENT F.E. and CARLTON A.B. (1978) Field triáis wth 
isotopically ¡abelled mtrogen fertilizer. £Q .* Nitrogen in the Environment, 
Pan I., D.R. NielsenandJ.G. MacDonaId Eds., Academic Press, New 
York. pp. 1 - 141. 
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cantidad ”N planta 

E.U.F % = X 100 

cantidad '^N fertilizante 


siendo en la práctica: 

QNp X E 

E.U.F. % = X 100 

QNpi X Ej,, 

QNp y QNp, son las cantidades de nitrógeno (Kg N/ha) contenidas en una dosis de 
fertilizante y en la planta cosechada. 

E y Epi son los excesos de ”N medidos en el fertilizante y en la planta cosechada. La 
cantidad QNp, se mide normalmente en la parte aérea; puede ser útil incluir el nitrógeno 
de las rafees. Si éste es el caso, debería ser especificado. 

La cantidad de nitrógeno en la planta derivado del fertilizante se calcula: 


QNe% = E.U.F. % X QNp (expresada en Kg N/ha) 
y la cantidad de nitrógeno en la planta derivado del suelo se define por: 
QNp = QNp, - QNg (expresada en Kg N/ha) 


Nota: la expresión 'nitrógeno derivado' del suelo en la planta no es correcta y 
representa, de hecho, el nitrógeno de la planta que no proviene del fertilizante. De todas 
maneras, este término es de uso corriente en la práctica. 


2. Problemas que ocurren durante experimentos de campo 
a) Elección del fertilizante a usar 

Prácticamente todas las formas de fertilizante están disponibles. Las más comunes son: 

- para las formulaciones nítricas: CaC’NOj)^, K'*NOj y NH^NO,; 

- para las formulaciones amoniacales: ”NH<C1, ('’NH 4 ) 2 S 04 y '^NI^NO,; 

- nitrato de amonio: ”NH 4 ‘’NOj; 

- urea: '’NHj-CO-"NH 3 . 
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b) Eariqueciniiento en ”N de los productos usados 

Para la mayoría de los cultivos en el campo, se sugiere la siguiente tabla de referencia 
para los enriquecimientos a utilizar: 


Equipo de medición 

dosis aportadas por el fertilizante - (kg N/ha) 

5-20 

20-70 

70 0 más 

Espectrómetro de emisión 
Espectrómetro de masa 

30 a 50 % 
5 a 10 % 

5 a 10 % 
2a5 % 

2a5 % 
0,5 a 2 % 


Nota: los valores de los excesos pueden ser minimizados si el operador está muy 
familiarizado con análisis de E.U.F. 


c) Area de las parcelas fertilizadas con ”N 

El alto costo del ”N induce a las limitaciones siguientes: 

- el fertilizante está poco enriquecido con ‘*N (ver arriba); 

- las áreas fertilizadas con '^N son de pequeño tamaño (microparcelas). 

Las dimensiones de una microparcela responden a dos imperativos contradictorios: 

- tamaño mínimo por razones de costo; 

- un tamaño sufíciente para asegurar una buena representatividad al momento del 
muestreo, evitando el efecto borde (mezcla de ‘*N y '*N) 

Para el tamaño y arreglo de las parcelas, ver IV EXPE 4D. Se puede usar como base las 
siguientes proporciones: 

- ancho: 4 x la distancia entre 2 surcos de siembra 

- largo: 13 x la distancia entre plantas. 


d) Métodos de aplicación del fertilizante 

Para evitar heterogeneidad, se recomienda distribuir las soluciones con un volumen de 
500 mi a 1 litro sobre las microparcelas. 

Los aparatos de uso potencial son: 

- Pulverizadores pequeños; 

- Aspeijadores de jardín (tipo vegetal); 

• Regadera con ta^n distribuidor; 

- Picetas de laboratorio (botellas de lavado). 
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Las pícelas de laboratorio se recomiendan porque permiten la aplicación sin riesgo de 
tocar las plantas (riesgo de quemado o asimilación foliar) asf como una fuerte aplicación 
de la aspersión sin arriesgar pérdidas de fertilizante. Son fáciles de lavar (mínimo efecto 
residual) y permiten aplicaciones muy homogéneas en forma de una 'Z* entre las filas. 


3. Tratamiento de muestras 

Referirse a los métodos descritos en el parágrafo 'Tratamiento de muestras' de IV EXPE 
4D. 


4. Precisión de las mediciones - diseños recomendados 

La precisión de la medida de la E.U.F. es el resultado de la precisión del espectrómetro 
(sobre 0,01%), de la dosis de nitrógeno (1 a 3%) y de la n^ición del rendimiento de 
materia seca. Las muestras de microparcelas, aún cuando se realicen un mínimo de 3 
repeticiones, sólo muy raramente permiten una precisión en el rendimiento de materia 
seca superior al 10, aún 30%. Por lo tanto, es necesario volver a mecanismos 
experimentales donde las microparcelas de ”N están arregladas en grupos, que sirven 
como parcelas de muestreo o, aún mejor, para medir los rendimientos por métodos 
agronómicos clásicos. Esto eleva el nivel de la precisión de la medida de materia seca 
amásdel9S%. 

Nota; Debido a que las parcelas que reciben fertilizante marcado con ”N están arregladas 
en un área experimental grande en la cual las parcelas se cosechan por métodos 
agronómicos convencionales, es necesario proteger las parcelas marcadas con láminas 
durante la fertilización común (no marcada con ”N) del campo. 
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METODOS PARA MEDIR LA FAO 

ACTIVIDAD DE LA NITRATO REDUCTAS A IV EXPE 6B PAGINA 1/4 
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La nitrato reductasa es la enzima que cataliza la reducción de nitrato a nitrito, en el 
primer paso de la Wa de asimilación del nitrógeno mineral (ver I GENE 2A) a 
aminoácidos, siguiendo la ecuación: 

NOj- + 2H* + 2e = NO,' + H,0 

donde la energía reductora proviene de NADH por NADH-NR (E.C. 1-6-6-1), de NADH 
o NADPH por NAD(P)H-NR (E.C. 1-6-6-2). 

El principio de la determinación de la actividad nitrato reductasa es la cuantiñcación del 
ritmo de aparición de nitrito, el producto de la reacción. Existen tres métodos con 
diferentes modalidades y diferentes significados de los resultados obtenidos: el método 
in vUm, el método in vivo y el método m situ. 


1, DESCRIPCION DE METODOS 
a) El método in vhro 

Este método consiste en extraer la enzima del material vegetal por macerado a 4°C en 
un medio buffer (usualmente 8 mi para 1 gramo de materia fresca). La solución 
extractiva está compuesta de fosfato de potasio buffer (0,1 M; pH 7,S), de un agente 
quelanie (EDTA 1 mM) para evitar posibles inhibiciones por metales pesados y de 
agentes adsorbentes y antioxidantes. Durante el macerado, los compuestos fenólicos de 
las vacuolas son oxidados por fenoloxidasas citoplasmáticas resultando en la aparición 
de quinonas que inactivan o precipitan proteínas. La caseína al 1,S% es el agente 
adsorbente más efectivo, más aún, previene la acción de proteasas, que pueden ser un 
problema especialmente cuando se trabaja con tejidos maduros. Las oxidaciones celulares 
se limitan agriando al medio de extracción un agente antioxidante sulíhidrilo como ser 
cisteína (7,5 mM). 


INFORMACION ADICIONAL 

• GUERRERO M.G., VEGA J.M. and LOSADA M. (1981) The assimlatory 
nitraie- reducing sysiem and its regulation. Ann. Rev. Plañí Pkysiol. 
32 : 169 - 204. 

• HAGEMAN R.H. and REED A.T. (1980) Nitraie reducíase fivm higher 
platas. Meih. Enzymoi. 69 : 270 • 280. 

• ROBIN P., CONEJERO G.. TRANCHAtTTJ.P.. PASSAMA L. cmdSALSAC 
L. (1983) Mesure de la ráduction du nitraie data ¡es feuilles iniaaes. 
Physiol. Vigéi. 21 : 123 - 128. 
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Después de la extracción, la mezcla se fíltra y se centrifuga a 4,5 x 10’ g/min a 4°C. El 
extracto se mantiene sobre hielo hasta titulación. La medida de la actividad nitrato 
reductasa se realiza a 30°C incubando, durante 15 minutos, una alícuota de 0,1 mi en 
0,7 mi de fosfato de potasio buffer (0,1 M, pH 7,5) conteniendo los sustratos 
enzimáticos: KNO 3 y NADH (10 mM y 150 ¡iM, respectivamente). La reacción se 
detiene por el agregado de 0,1 mi de acetato de zinc 1 M, que precipita proteínas. El 
nitrito producido se revela por disulfuración (1 mi sulfanilamida 1% en HCl 1,5 N + 1 
mi N-naftil-eüIen- diamina dicloruro [N-NEDD] 0,02%) y se titula por colorímetría a 
540 nm. 


b) El método in vivo 

Fragmentos de material vegetal (alrededor de 100 g de hojas cortadas en discos de 5 mm) 
se colocan en 5 mi de fosfato de potasio buffer (0, 1 M, pH 7,5) conteniendo nitrato 
(KNO„ 0,1 M)y un agente permeabilizante como 1 -propanol (1%, v/v) para facilitar la 
absorción de nitrato y la liberación de nitrito. Los gases se sacan fuera de los tejidos bajo 
vacío (2 minutos dos veces) para mejorar la inñitración y crear condiciones libres de 
oxígeno, y luego se incuban a 30°C en la oscuridad para bloquear la reducción de nitrito 
por nitrito reductasa. Se toman alícuotas (0,2 mi) después de diferentes períodos de 
incubación (entre 15 minutos y 1 hora) y se miden a 540 nm después de la disulfuración 
(1 mi sulfanilamida -t- 1 mi N-NEDD) para cuantificar el nitrito expulsado dentro del 
medio. 


c) El método in situ 

Este método, que evita la incubación de material vegetal en un medio líquido, reproduce 
adecuadamente las condiciones bajo las cuales la enzima trabaja en los tejidos y permite 
una estimación de la reducción de nitratos en una hoja aislada o en partes aéreas de una 
plántula intacta. Se requieren dos condiciones para permitir acumulación de nitrito: 

- oscuridad de manera de bloquear la reducción de nitrito por la nitrito reductasa para 
la cual el donador de electrones es la ferredoxina reducida, originada en la 
fotosíntesis; 

- ausencia de oxígeno de manera de bloquear la respiración y prevenir la donación de 
electrones del NADH. 

El material vegetal (hoja cortada o plántula intacta) se coloca en un tubo con 2 mi de 
agua desmineralizada dentro de la cual se coloca la parte cortada o el sistema radicular 
para prevenir la deshidratación de los tejidos. Con dos agujas de jeringa, se limpia la 
atmósfera de los tubos con nitrógeno gaseoso durante 1 minuto para remover el oxígeno. 
Las condiciones de oscuridad se logran envolviendo los tubos en papel de aluminio (ver 
Figura I). La muestra se mantiene entonces a temperatura ambiente por un cierto tiempo 
que se determina para cada tipo de material vegetal de manera que las medidas puedan 
realizarse en la parte lineal de la curva de producción de nitrito. Al final de esta 
incubación, se agregan rápidamente 4 mi de agua hirviendo a los tubos, que se mantienen 
entonces 2 minutos en un baño de maría a 1(X)°C para extraer el nitrito acumulado en 
los tejidos. Como en los otros métodos, el nitrito se titula por agregado de 2 mi de 
sulfanilamida y 2 mi de N-NEDD para disulfuración y la densidad óptica se mide a 540 
nm. 
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Una variación de este método consiste en reemplazar durante la incubación los 2 mi de 
agua desmineralizada por 2 mi de solución nutritiva o por una solución nítrica (KNO,, 
100 mM). 



hoja de 
aluminio 



C 


higura 1: Uiseño experimental para mediciones in situ 
A; inyección de nitrógeno gaseoso B; remoción de agujas C: incubación 


II. PROBLEMAS RELACIONADOS CON LOS METODOS E 
INTERPRETACION DE RESULTADOS 

El método in vitro da una medida precisa de la cantidad de enzima presente en el extracto 
tomando en cuenta la constante catalítica. Bajo condiciones óptimas de pH y temperatura 
y en condiciones saturadas de sustrato, la actividad medida representa el máximo nivel 
que puede obtenerse. Estas condiciones no se encuentran necesariamente en la célula. Si 
la extracción es completa y respeta la integridad de la enzima, la actividad in vitro revela 
el potencial de reducción de nitrato de un órgano dado pero sobreestima la reducción real 
que tiene lugar en ese órgano. La interpretación de la medida puede resultar más 
compleja dada la existencia en algunos tejidos (por ejemplo hojas jóvenes de soja) de una 
forma constitutiva de la nitrato reductasa (NAD(P)H-NR). 

El método in vivo al evitar el macerado de los órganos, pretende trabajar lo más cerca 
posible de las condiciones bajo las cuales actúa la enzima. Sin embargo, el agregado de 
un agente para favorecer la permeabilidad para permitir la liberación de nitrito también 
resulta en la difusión de metabolitos endógenos, que modifican estas condiciones (en 
particular, difusión de NADH generando sustratos y de nitrato endógeno cuando la 
medida se realiza en ausencia de este anión en el medio de incubación). Más aún, la 
adición de nitrato al medio de incubación modifica la concentración en el punto activo 
de la enzima. Sin embargo, esta medida permite una buena indicación de la capacidad 
reductora de nitrato de un tejido. 
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La determinación in situ evita estos inconvenientes al mantener la int^ridad de la planta 
o del órgano. Esta actividad in situ está fuertemente correlacionada con la medida de la 
actividad in vitro, aunque siempre permanece ligeramente por det>ajo, dando a entender 
que la actividad de la enzima está limitada por uno de los sustratos. La disponibilidad de 
N ADH y de sustratos carbonados no se considera limitante en un órgano aéreo iluminado 
normalmente, por el contrario, el agregado de nitrato exógeno estimula el nivel de 
producción de nitrito. La fracción de nitrato metabolizable efectivamente disponible es 
así muy baja (0, 1 %) e insuficiente para mantener la enzima en su máxima actividad. En 
este caso, la actividad nitrato reductasa determinada in situ está ligada al flujo de nitrato 
en el órgano y variá con las condiciones experimentales. La aplicación de este método 
a raíces es más delicada porque la ausencia de oxígeno no puede bloquear completándote 
la transferencia de poder reductor a la nitrito reductasa resultando consecuentemente en 
una subestimación de la producción de nitrito por el tejido. 

Entonces, cualquiera sea el método usado, las condiciones experimentales de las 
mediciones alteran el medio ambiente inmediato de la enzima, en particular la 
funcionalidad del poder reductor disponible y del transporte de nitratos. Estas medidas 
deben realizarse con extremado cuidado, principalmente cuando se pretotde extrapolar 
el nivel funcional de asimilación de nitrato de toda la planta a partir de un órgano 
aislado. 


ni. CALCULO Y EXPRESION DE LA ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASA 
(ANR) 


DO = densidad óptica = c . 1 . C; 1 = vía óptica; 1 cm 

c = coeficiente molar de extinción del nitrito: 47,8 mi //rmol / cm 

C =■ concentración de nitrito 0<mol / mi) 

t = tiempo de incubación (minutos) 

m = masa de la muestra (g de peso verde) 

V 4 ° volumen final de titulación (2,9 mi in vitro; 3,0 mi in vivo; 10,0 mi in situ) 

V, = volumen de extracción (8 mi / g peso fresco in vitro; 5,0 mi / 0,1 g peso 

fresco in vivo) 

v, = volumen alícuota ( 0,1 mi in situ; 0,2 mi in vivo) 


in vitro o in vivo in situ 

DP . v< . V, . 60 DO . V4 . 60 

ANR = ANR = 

c . V, . m . t ( . m . t 


La actividad se expresa en u moles de NO 2 ' / h / g peso fresco. 
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I. INTRODUCCION 

Si, al final de un experimento, las medidas observadas son idénticas, se puede concluir 
inmediatamente, y sin riesgo de error, que los resultados son estables y que no hay 
factores de variación en el experimento. 

Tan pronto como se noten algunas variaciones en los resultados experimentales, podemos 
preguntamos dónde se originan tales variaciones. ¿Es una mera probabilidad o es la 
consecuencia de algunos factores agronómicos investigados durante el experimento? 

Se observaron, a la cosecha, algunas diferencias de rendimiento entre parcelas después 
de la aplicación de varios tipos de fertilizantes. ¿Son estas variaciones suficientes como 
para concluir que hay un efecto de la fertilización sobre el rendimiento? ¿O pueden estas 
variaciones responder a efectos inesperados del experimento? 

Para facilitar la investigación sobre el origen de las variaciones en los datos 
experimentales y la comparación de su importancia relativa, los matemiticos elaboraron 
una metodología estadística llamada Análisis de Varianza. Este método estadístico, 
aunque algunas veces utiliza fórmulas estadísticas complejas, sigue un camino 
completamente lógico. 


INFORMACION ADICIONAL 

• CARAUX G. Base de statistiques. Eü • Ces Cahiers de la Formation 
Professionnnelle á la Recherche en Milieu Rural des Régions Chandes. 
Ed. IFARC/GERDAT, Mompellier, France. 

de BEAUCORPS V.. CHEVALIER M„ LOUE A. (1979) Principes et 
Méthodes des Programmes d ’Expérimentalion et de Démonstration sur les 
Engrais. Bulletin Engrais, FAO, Rome, Italie. 150 p. 

• DAGNEUE P. (1979 - 19S0) Théorie et Méthodes Statistiques (2 
volumes). Presses Agronomiques. Gembloux, Belgique. 378 et 473 pages. 

• LECOMTE M. (1965) L'Expérimentation et les Engrais. SPIEA, 58 
avenue Kliber, París, France. 92 p. 

• PHILIPPEAU G. (1977) Théorie des Plans d’Expérience : Application á 
TAgronomie. Burean d’Etudes Statistiques de ITnstitut Technique des 
ciriales et des Fourrages (I.T.C.F.), 8, avenue du Président-Wilson, 
París, France. 205 p. 
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Se tratará aquí de describir simplemente sus mecanismos usando el lenguaje matemático 
sólo cuando sea absolutamente necesario. No se pretende brindar aquí una lección sobre 
estadística sino simplemente ayudar a entender los principios del razonamiento 
estadístico. 

El lector que requiere mayor información sobre el análisis de varianza en experimentos 
agronómicos debería consultar las referencias mencionadas en este punto. 


n. ERRORES EXPERIMENTALES 
1. Noción de error 

Si un cultivo se repite varias veces en condiciones agronómicas similares, se sabe, por 
experiencia, que los resultados observados al momento de la cosecha no son idénticos. 
Los rendimientos obtenidos en cada parcela son diferentes pero comparables. 

Nunca se obtiene exactamente el rendimiento teórico esperado para una cosecha. Muchos 
factores incontrolables interfieren sobre los resultados esperados. Así, en el caso de 
parcelas sembradas con el mismo cultivo en las mismas condiciones, los resultados 
obtenidos en cada parcela son diferentes aunque generalmente similares. 

Estas fluctuaciones ilustran acerca de la falta de precisión en la técnica experimental; las 
causas son numerosas e incontrolables. Ellas se deben a muchos factores agronómicos 
o a condiciones experimentales que interfieren con el rendimiento a la cosecha. 

Se llama “error experimental", "error del azar" o simplemente "error", a las variaciones 
inexplicables alrededor del valor experimental teórico (en este caso, todos los 
rendimientos son iguales). 

La noción de error es fundamental. Es la base del razonamiento estadístico usado en el 
análisis de varianza. Permite tomar en cuenta, en la interpretación de los resultados de 
un experimento, la falta de precisión de las medidas experimentales. 

El error es parte integrante de todo proceso experimental. Debemos ser capaces de 
interpretar los resultados de un ensayo a pesar de las fluctuaciones incontrolables de los 
resultados. Debemos tratar de sacar una conclusión acerca del efecto de un factor 
agronómico cuando su influencia emerge claramente a pesar de los riesgos 
experimentales. 

Cuando se sabe de dónde provienen los errores experimentales y sus características, 
debemos comparar la importancia de esos errores con los efectos estimados de los 
factores. 


2. Origen de los errores experimentales 

Estas fluctuaciones incontrolables mencionadas anteriormente son causadas por la 
acumulación de ios efectos de muchos factores, agronómicos u otros, que tienen 
influencia sobre el rendimiento. 
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Como ejemplo, podemos mencionar algunos sin pretender ser exhaustivos: 

la heterogeneidad del ambiente experimental: 

profundidad del suelo, cultivos previos, pendiente de la parcela ... 

la irregularidad inevitable del manejo del cultivo: 

la persona que realiza las labores, fecha de siembra o de aplicación del 
fertilizante ... 

la variabilidad de las plantas; 

una variedad no homogénea genéticamente, ... 

las variaciones climáticas; 

la insolación, la orientación topográfíca, la cantidad de lluvia ... 
los métodos de medida: 

los errores de pesada, las pérdidas debidas a la cosechadora, los errores en 
la medida de las parcelas. 


m. EL RAZONAMIENTO 

Se introduce la noción de error en el caso de un experimento donde todas las parcelas 
podrían ser cultivadas en la misma forma. 

Este tipo de experimento no interesa realmente para la experimentación. Se menciona 
aquí desde un punto de vista pedagógico. Sin embargo, algunas veces se usa para probar 
el nivel de heterogeneidad del material experimental para la instalación de experimentos 
de larga duración. 

El objetivo de la experimentación es tratar de mostrar la eficiencia de factores 
agronómicos sobre la producción. 

Para lograr esto, diferentes parcelas de un sistema experimental se cultivan en forma 
estándar, variando sólo el factor que se desea probar. 

En este caso, las variaciones de rendimiento observadas a la cosecha pueden tener dos 
orígenes: 

o son el resultado de los errores experimentales no controlados (referidos 
anteriormente) inherentes a todos los experimentos; 

o son el resultado del factor en estudio que ha sido deliberadamente variado entre 
las parcelas. 

De manera de llegar a una conclusión sobre el tema, debemos saber si las diferencias de 
producción provocadas por el factor de interés se distinguen claramente de las variaciones 
debidas al azar, que llamamos errores experimentales. Si éste es el caso, se puede 
concluir que hay un efecto signifícativo dd factor estudiado. Si éste no es d caso, es 
razonable concluir que la prueba no ha demostrado satisfactoriamente el efecto. 
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Para ayudar a entender este razonamiento, se usarán dos ejemplos; 


Ejemplo 1; 

Se usaron 9 parcelas aparentemente idénticas para cultivo. Se sembraron con poroto y 
se trataron de la misma manera, excepto por d fertilizante usado: 

las primeras tres no tuvieron fertilización (parcelas control); 

las siguientes tres se inocularon con rizobios; 

las últimas tres tuvieron una fertilización con nitrógeno mineral. 

Los rendimientos observados a la cosecha, medidos en kilogramos de vainas frescas por 
parcela, fueron los siguientes: 


Control Inoculado Nitrógeno Mineral 


3.3 

7,3 

5.7 


3.5 

7.7 

5,3 


3.7 

7,5 

5.5 

Media General 

Media: 3.3 

7,5 

5,5 

5.5 


Las tres parcelas de cada tratamiento fueron tratadas exactamente de la misma forma. 

Sin embargo, los rendimientos observados para estas parcelas no son idénticos. 

Se ven aqu( las fluctuaciones que resultan de los riesgos de la experimentación. Esto 
permite estimar la importancia de los errores experimentales. En este caso, representan 
alrededor de 2(X) g por parcela. 

Sin embargo, se puede ver que, a pesar de las variaciones debidas a fluctuaciones al azar, 
los resultados de las parcelas están fuertemente relacionados al tratamiento utilizado. Esto 
es claro a partir de las medias. Las diferencias entre las medias de los rendimientos son 
de alrededor de 2 Kg/parcela. 

Se puede concluir que el factor fertilizante tuvo un efecto significativo porque las 
variaciones de rendimiento resultantes del fertilizante son mucho mayores que la de los 
errores experimentales. 

Es claro que las variaciones de rendimiento en este experimento no son todas causadas 
por factores experimentales desconocidos. El fertilizante tuvo una influencia sobre el 
rendimiento de varias parcelas. 
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Ejemplo 2: 

Para un experímento idéntico, supongamos ahora que se encuentran los siguientes 
valores; 


Control Inoculado Nitrógeno Mineral 


0.3 

7.5 

8,5 


3.5 

4.5 

2.5 


6.5 

10,5 

5.5 

Media General 

Media: 3,5 

7.5 

5,5 

5,5 


Las parcelas, que tuvieron la misma fertilización, tienen rendimiento muy heterogéneo 
en comparación con el primer ejemplo. Aquf las fluctuaciones en el rendimiento debidas 
a factores desconocidos son alrededor de 3 Kg/parcela. 

Los rendimientos promedio de las parcelas con fertilizante o con inoculación son 
idénticos a los del primer ejemplo. Sin embargo, están calculados a partir de valores que 
son mucho menos estables. Por lo tanto estos promedios son menos precisos. Si el 
experimento fuera llevado a cabo nuevamente con limitaciones similares, la media de los 
resultados podría ser muy diferente. 

Este no sería el caso en el primer ejemplo, dado que aquí el elemento azar no es tan 
evidente (aproximadamente 200 g/parcela). Si el experimento fuera llevado a cabo 
nuevamente, se obtendrían aproximadamente las mismas medias de rendimiento. 

Por lo tanto, en el segundo ejemplo, las diferencias entre las medias de los rendimientos 
para los diferentes tratamientos no son evidentes. Ellas pueden deberse al azar y no ser 
reproducibles. 

Concluir, sobre la base de estos resultados, que el fertilizante tiene un efecto, podría ser 
una equivocación. Aquí es mucho más razonable la idea de que el fertilizante no tiene 
efecto. El experimento no ha conseguido mostrar un efecto significativo de la 
fertilización. 

El razonamiento analizado en estos dos ejemplos, empírico y con buen sentido, es 
exactamente la lógica del análisis de varianza. La única diferencia está en el hecho de 
que este modelo estadístico calcula los parámetros que dan base objetiva para las 
conclusiones. 

Las diferencias resultantes de los errores o de los factores controlados están medidas por 
un índice que, en estadística, se llama ’VARIANZA’ (o para ser preciso, varianza 
estimada). 

Para comparar la importancia relativa de las fuentes de variación en los resultados 
experimentales, el análisis de varianza calcula la relación entre la 'VARIANZA* de cada 
factor estudiado y la 'VARIANZA* del error experimental. 

Esta relación es llamada 'F* a partir del estadístico FISHER, quien fue el primero en 
proponerla. 
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Si esta relación es muy alta, es porque la medición de la beterogtmeidad de medias (el 
numerador) es mucho mayor que la medición de los errores (el denominador). Este 
podría ser el caso del ejemplo 1. Por lo tanto, en este caso se podría concluir que el 
factor estudiado ha tenido un efecto significativo. 

Si esta relación es baja o cercana a 1, es porque la medición de las diferencias oitre las 
medias del factor estudiado (el numerador de *F’) no es suficiente, tomando en cuenta 
los riesgos experimentales, para concluir en favor del fiuttor. Este podrüi ser el caso en 
el ejemplo 2. 

El análisis de varianza no termina con el cálculo de *F*. La fórmula matemática permite 
también calcular (de acuerdo a ciertas hipótesis sobre la distribución al azar de los 
errores) la probabilidad de que este valor de *F* sea al menos tan alto como el calculado. 

Como la relación *F” se calcula a partir de valores sujetos a variabilidad por azar, 
también está sujeto a un cierto error. Por lo tanto, con la ayuda de las herramientas 
matemáticas apropiadas, se puede evaluar la probabilidad de lograr un valor mayor que 
el *F* encontrado por cálculo en el caso donde el factor agronómico podría no tener 
efecto. 

Si esta probabilidad es grande, significa que el valor de ’F* encontrado es muy probable 
cuando el factor no tiene efecto. En este caso, se conserva la idea de no efecto (es el 
caso del ejemplo 2: probabilidad = 33%). 

En el caso opuesto, la probabilidad de encontrar un valor tan alto de *F‘, cuando el 
factor no tiene efecto, es baja. Por lo tanto, se concluye que la hipótesis nula (no efecto 
del factor) no es razonable siguiendo nuestra prueba dado que el valor de 'F* encontrado 
es altamente improbable dentro de la hipótesis. Por lo tanto, en este caso se concluye que 
el factor tiene un efecto significativo (como en el ejemplo 1: probabilidad < 1%). 

El examen de esta probabilidad permite concluir lo siguiente: 

Sí esta cantidad es menor de S%, se concluirá que el efecto del factor es 
significativo; 

Si es menor de 1 %, se concluirá que el efecto es muy significativo; 

De lo contrario, se concluirá que el experimento no ha demostrado ningún efecto 
significativo. 

El análisis de varianza tiene, gracias a su formulación matemática, una voitaja sobre la 
aproximación empírica. Aporta un criterio objetivo que es útil cuando las diferencias no 
son claras como las encontradas en el ejemplo 1. 
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rv. DISEÑO EN BLOQUES 

Para controlar cualquier heterogeneidad en un área experimental, muy a menudo se 
leagrupan las parcelas de un ensayo en un unidad homogénea llamada un Bloque. 

Cada tratamiento se aplica en cada bloque en una parcela elegida al azar. 

Este arreglo experimental sólo es útil si hay una tendencia conocida y progresiva en el 
suelo del área experimental. 

El bloque es a menudo equivocadamente llamado repetición. Es mejor considerar los 
bloques como un factor agronómico controlado y que debe ser analirado. El bloque es 
meramente una categoría del factor 'tierra*. 

En el análisis de varianza que sigue, el efecto del bloque se prueba de la misma manera 
que los efectos de los otros factores estudiados. 


V, FORMULAS MATEMATICAS 


Se toma un factor que se llamará A, que puede tener k modalidades. 
En los dos ejemplos mencionados anteriormente; 

A es la fertilización; 

K es el número de fertilizaciones estudiadas. 


Para cada modalidad del factor A, hay un cierto número de observaciones, n^ será el 
número de observaciones para la modalidad j del factor A. 

Cada medida puede indicarse por dos índices i y j: x^ es el resultado de la observación 
número i realizada sobre la modalidad j del factor A. 

En los ejemplos mencionados anteriormente, Xjj es la segunda observación del 
rendimiento medido sobre el tercer tipo de fertilización. 

Se observa que x^ es la media de las observaciones realizadas sobre la modalidad j del 
factor A y X la nriedia de todas las observaciones. 

Matemáticamente, esto se expresa como; 


1 n, 

Xj =_ L 

"i i = j 


1 


X = 


n 


k nj k 

£ ¿ donde n = E n, 

j = 1 i = 1 j = 1 
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Si el factor A no tiene efecto sobre la medición de x^, es razonable asumir que las Xj 
mediciones son muy similares. Sin embargo, si el factor A tiene una influencia, se puede 
asumir que los valores x^ están igualmente distribuidos. 

El objetivo es determinar si la distribución de Xj valores nos permite concluir que el 
factor A tiene un efecto. 

Para medir esta distribución se calcula; 

1 k 

ff,* = E Uj (Xj - X)’ 

k- 1 j = 1 


Este valor se llama 'varianza estimada del factor'. 

A mayores diferencias entre Xj, mayor será este valor. 

Atención : pueden haber dos razones para las variaciones en x^; 
el efecto del factor A sobre las x^ mediciones; 

los errores debidos al azar al medir x^. De hecho, cada medida está afectada por un 
error al azar. Cuanto menores sean estos errores, - en otras palabras, cuanto más 
precisos sean los resultados - menor será el valor a^, indicando así un efecto del 
factor A. Este es el caso en el ejemplo 1. 

Sin embargo, si se realizan mediciones imprecisas para x^, se requiere un alto valor 0 ^ 
para concluir que hay un efecto del factor A. Este es el caso del ejemplo 2. 

La precisión de las medidas realizadas de la modalidad j del factor A se evalúa por: 

"i 

E (x^ - x^’ 
i = 1 

Este valor es una medida de la distribución de las observaciones alrededor de la media 
de los resultados obtenidos para la modalidad j de un factor. 

La precisión global de estas mediciones es: 
i = 1 

Este valor se llama 'varíanza del error experimental*. 

El siguiente índice permite detectar un efecto del factor; 

a.* 

F = 






1 

n - k 


k 

E 

j = 1 
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Este es el valor de la distribución de medias obtenidas en relación a la precisión de las 
mediciones. 

Si el factor no tiene influencia - en otras palabras, si las diferencias entre los valores de 
Xj son sólo causadas por la falta de precisión de los resultados el valor F debería estar 
alrededor de 1: la distribución de las medias es del mismo orden de magnitud que la 
imprecisión de las medidas. 

Sin embargo, si el factor tiene un efecto, este valor F es claramente mayor que 1 . 

Lo que queda por determinar es el valor del factor para el cual F, calculado al final de 
un ensayo, es signifícativamente mayor que 1. 

Esto puede realizarse usando un resultado descubierto por ios estadísticos; que establece 
que: 

De acuerdo a la Ley de la Normal N(m,, a) donde m, = Constante y Oj = Constante, 
si los errores cometidos sobre x^ son independientes, entonces F es aJeatorio y sigue la 
Ley de Fisher-Snedecor con (k-1) y (n-k) grados de libertad. 

El límite de significancia puede determinarse usando una tabla estadística de 
Fisher-Snedecor para evaluar la posibilidad de error (5% o 1 % son comúnmente usados). 
El valor límite se lee entonces directamente de la tabla. 

Si el F calculado es menor que el límite indicado en la tabla, se puede concluir que el 
factor A no tiene influencia; F no difiere significativamente de 1. 

Por el contrario, si es mayor, se puede concluir que el factor A tiene un efecto 
signifícativo. 


templo 3; 



Control 

Inoculado 

Nitrógeno Mineral 


40,4 

41,3 

42,4 

Rendimiento por 

39,2 

40,7 

42,1 

parcela 

41,0 


41,2 




42,9 

Aquí n, = 3, 

nj = 2, nj 

= 4 n = 

n, -f- n¡ -H n, = 9 k 


ff.’ = 3,34 a.’ = 0,57 F = = 5,90 

_ j 
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El valor del límite indicado en la tabla para una probabilidad de S% de error y (k - 1 — 
2, n - k = 6) grados de libertad es 5,14. 

Se puede concluir que a este nivel de probabilidad de error, no es razonable asumir que 
los rendimientos son uniformes. Entonces, puede ser confirmado que los tratamioitos de 
fertilización tienen un efecto signifícativo sobre el rendimiento. 
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Una vez que se ha decidido inocular (ver IV EXPE 2) y con qué cantidad y tipo de 
inoculante (ver m INOC), el siguiente paso consiste en obtener un inoculante de buena 
calidad. 

Nunterosas instituciones e industrias ofrecen inoculantes de calidad bacteriológica 
adaptada a climas con altas temperaturas generadas tanto por el clima como por el 
transporte y el almacoiamiento. No olvidemos que para obtener una buena nodulación 
mediante la inoculación de la semilla, se necesitan mil Rhuobium especíñeos por semilla 
pequeña (Sthylosantes o Desmodíum) y un millón por semilla grande (maní o soja). 

Ya que el inoculante es un producto perecedero, es altamente tecomoidable tener 
especial cuidado durante su transporte. Primero, se recomienda reducir la duración del 
transporte. Con este propósito, se d^rería recurrir a la fábrica o al laboratorio más 
cercano. Sin embargo, si el control de calidad de los inoculantes producidos por esta 
compañía no es sufíciente, o si los fabricantes no pueden indicar qué cepa de Rhizobiwn 
está presente en el inoculante, debe hacerse un compromiso y usar un inoculante de 
bueiia calidad producido en otra parte. 

Más aün, cuando se ordenan partidas grandes de inoculantes, ddreiía implementarse un 
control propio de calidad. 

Como regla, y en la medida de lo posible, es vital solicitar el inoculante por adelantado. 
Por ejemplo, seis a ocho meses previo a su uso es tiempo suficiente para enviar una 
orden, especificando que la entrega ddie realizarse dos semanas antes de la fecha de 
siembra prevista. Un fabricante de inoculante caliñeado deberla tener adecuada capacidad 
para hacerse cargo de la conservación del inoculante durante ese periodo. Si la orden se 
solicita a último momento, existen riesgos de que el control de calidad sea mínimo, o aún 
que un fabricante responsable rehúse proporcionar el inoculante. 

FAO ha proporcionado asistencia a ciertos laboratorios para instalar el equipamiento 
adecuado (ver III INOC 2C) y entrenamiento de personal para producir inoculantes de 
alta calidad. En las próximas páginas se presenta una lista de algunos de estos 
laboratorios que son, en 1989, capaces de producir grandes cantidades de inoculantes y 
así como las direcciones de tres grandes fÜirícas. 


INFORMACION ADICIONAL 

• FAO (1985) Legume ¡noculants and their Use. 

• FAO - AGLF, Via delle Teme di Caracalia 00100 Roma Italia 


Copyrighted material 






rv INDX 1 PAGINA 2/2 


AUSTRALIA 


BHUTAN 


BURUNDI 


CANADA 


COLOMBIA 


AGRICULTURAL LABORATORIES PTY.LTD. 

P.O. BOX 8 Regents Park 2143 
Sefton. NSW 

Royal Govemment of Bhutan 
Inoculant Productíon Unit 
Serbithang 

ISABU Gnstitut des Sciences Agronomiques du Burundi) 

B.P. 795 

Bujumbura 

EXXON CHEMICAL CANADA 
P.O. Box 28000 
Edmonton, Alberta 
Cañada TSJ 4R4 

ICA (Instituto Colombiano Agropecuario) 

Tibaitata 
A.A. 151123 
Bogotá 


ESTADOS UNIDOS 

LIPHATECH INC (Subsidiario de LIPHA) 
3101 West Custer Avenue 
P.O. Box 09186 
Milwaukee, Wisconsin 53209 


FRANCIA UPHA 

34, rué Saint Romain 
69008 Lyon 

MADAGASCAR MAMISOA 
B.P. 345 
Antisirabé 110 

RWANDA ISAR Gn^bit des Sciences Agronomiques du Rwanda) 

B.P. 138 
Bulare 

ZAIRE Programme National Engrais - UPIL 

Departamento de Agricultura y Desarrollo Rural 

Kinshasa 
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AUSTRALIA 


BELGICA 


BHUTAN 


BRASIL 


BURUNDI 


CANADA 


CHINA 


AIRCS 

P.O. Box 720 Gosford, N.S.W. 2250 
Teléfono : (043) 28 3502 

CSIRO División of Trq>ical Crops and Pastures 
Cnr Mili and Carmody Roads St.Lucia, Qld. 4067 
Teléfono: (07) 377 0209 Telex: 42159 

CSIRO División of Plant Industry 
P.O. Box 1600, Canberra City A.C.T. 2601 


Chaire de microbiologie 

Faculté des Sciences Agronomiques 

B-5800 Gembloux Teléfono; (081)62518 


Inoculan! Production Unit-UPIL 
Royal Government of Bhutan, Ministry of 
Agrículture and Forestry, Dpt. of Animal 
Husbandry, Serbithang 


Rhizobium MIRCEN IPAGRO 
Caixa Postal 779 

90 000 Porto Alegre Rio Grande do Sul 

EMBRAPA Sector de Miciobiologia do Solo 
Km 47, 23460 Seropedica, RJ 


ISABU - UPIL 
B.P. 795 Bujumbura 


Department of Microbiology, University of Guelph 
Guelph, Ontario NIG 2W1 
Teléfono: (519) 824-4120 


Center for AgrlcuHural Culture Collection 

Instituto for Soil Fertilizers 

Chínese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 


ampolla 


ampolla, 

turba: 

(10-20 g) 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 
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COLOMBIA CIAT 

Apartado Aéreo 6713 Cali 

Cable: Cinatrop Cali Telex: 396-05769 

Teléfono: (57-23) 675050 

ICA-UPIL 

Apartado Aéreo 151123 Bogotá 
Teléfono: 2814942 Telex: ICATI 42368 


CHECOSLOVAQUIA 

SoU Microbiology Department 
Research Institute of Crop Production 
16106 Praha 6-Ruzyné 
Teléfono: 360851-9 

ESPAÑA INU 

San José de la Riconada Apartado 13 Sevilla 


FINLANDIA Department of Plant, University of Helsinki 
Viikki 00710 Helsinki 71 Teléfono: 37801 1 


FRANCIA INRA Laboratoire de Recherches sur les Symbiotes 
des Racines 

9, Place Viala 34060 Montpellier Cedex 
Teléfono: 67 61 22 69 Telex: INRAMON 490 818F 

INRA Laboratoire de Microbiologie des Sois 
I7,ruede Sully B.P.1540 21034 Dijon Cedex 
Teléfono: 80 65 30 12 

CIRAD-IRAT Laboratoire de Rhizobiologie 
Avenue du Val de Montfenand 
B.P. 5035 34032 Montpellier Cedex 

Teléfono: 67 61 58 00 Telex: CIRAD 480 762F 


INDU ICRISAT 

Patancheru P.O. Andhra Pradesh 502324 
Teléfono: 224016 Telex: 0152-203 

lARI Indian Agricultural Research Institute 
New Delhi 110012 


JAPON Department of Soils and Fertilizers- 

Natlonal Institute of Agro-Environmental Sciences 
Tsukuba (Science City) 305 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 
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KENIA Rhizobium MIRCEN- Department of SoU Science and 
Botany - University of Nairobi 
P.O. Box 30197 Teléfono: 592211 


MADAGASCAR 

MAMISOA - UPDL 
B.P. 345 Antsifabé 110 


NIGERIA I.LT.A. 

Oyó Road PMB 5320 Ibadan 
Teléfono: 413440 Telex: TROPIB NG 31417 


NUEVA ZELANDIA 

Plant Diseases División DSIR 
Prívate Bag, Auckland 

Teléfono: 893660 Telex: MARC NZ 21623 


RUMANIA Research Institute for Cercáis and Industrial 
Crops 

Fundulea Jud. Calarasi 
Teléfono: 150805 


RWANDA ISAR - UPIL 

B.P. 138 Botare 


SENEGAL Rhizobium - MIRCEN 

B.P. 53 Bambey Teléfono: 586350 

ORSTOM Bel Air 

Laboratoire de microbiologie des sois, B.P. 1396 
Dakar 

Teléfono: 211846/213480 Teléfono: 468SG 


SUECIA Department of Microbiology - Agrkuitural CoUege 
Ultuna S-75007 Uppsala 7 


agar 

inclinado 


ampolla 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 

ampolla 


agar 

inclinado 
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TANZANIA 

Department of Soil Science 
University of Dar es Salaam 
Sub post office Chuo Kikuu Morogoro 
Teléfono: 2511-4 Telex: UNIVMOG 55308 

agar 

inclinado 


SOKOINE University of Agriculture UPIL 
Department of Soil Science P.O. Box 3008 Morogoro 
Teléfono: 3511 Telex: UNIVMO 55308 

agar 

inclinado 

TAILANDIA 

MIRCEN - Thalland Instituto of Scientific and 

Technologkal Research 

196 Phahonyothin Road Bangken, Bangkok 9 

agar 

inclinado 

TURQUIA 

Soil and Fertilízer Research Institute 
Toprak ve GObre Arastirma EnstirtOrQ MQdflrQ 
PK 54 Yenimahalle Ankara 

agar 

inclinado 

REINO UNIDO 

Department of Soil Microbiology, 
Rothamsted Experimental Station 
Harpenden Hertfoidshire AL5 2JQ 
Teléfono; 58 TI 63133 ext. 237 

ampolla 

ESTADOS UNIDOS 

Rhiwbium - MIRCEN USDA-SEA-AR 
Cell Culture and Nitrogen Fixation Laboratory 
Bldg 001 Rm 309 BARC-W Beltsville Maryland 20705 
Teléfono: 301-344-4280 / 301-344-3612 

agar 

inclinado 


Rhiwbium MIRCEN Nidal Project, University of 
Hawaii 

P.O. Box "0" Paia Hawaii 96779 
Teléfono: (808) 579-9568 
Telex: NIFTAL 7430315 (TIT) 

agar 

inclinado 


URUGUAY Laboratorio de Microbiología de Suelos y agar 

Control de Inoculantes inclinado 

Br. Artigas 3802, Montevideo 
Teléfonos 598-2-238152 y 234167 Fax: 598-2-238152 
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ZIMBABWE 


ZAIRE 


SoU Productivity Research Laboratory 
Prívate Bag 3757 Marondera Teléfono: 3621 


Prograinine National Engrab • UPIL 
Dépanment de rAgrículture et du Developpement 
Kinshasa 


agar 

inclinado 


agar 

inclinado 
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ALEXANDER M. (1977) 

Introduction to SoU Microbiology (second edition). 

John Wiley and Sons ed., New York, USA. 

ALEXANDER M. (1983) 

Biolotical NHrogen Flxatioa. 

Plenum Press, New York, USA. 

AYANABA A. and DART PJ. (1977) 

Biological Nitrogen Fbuitioo in Farming Systems of the Tropks. 

John Wiley and Sons ed., New York, USA. 

BERGERSEN FJ. (1980) 

Mcthods for Evaluating Biological Nitrogen Fixation 
Research Studies Press - John Wiley and Sons ed., New York, USA 

BLONDEAU R. (1981) 

Fixation Biologique de l'Azote Atmosphérique. 

Vuibert ed. París, France. 

BROUGHTON W J. (1983) 

Nitrogen Fixation. Vol. 3 Legumes. 

Oxford University Press, Oxford, Inglaterra. 

DUKE J.A. (1981) 

Handbook of Legumes of World Economic ImportaiKe 
Plenum Press, New York, USA. 

GRAHAM P.H. and HARRIS S.C. (1982) 

Biological Nitrogen Fixation T^nology for Tropical Agriculture 
(>ntro Internacional de Agricultura Tropical, CIAT, Apartado Aéreo 6713 
(3ali, Colombia 

GIBSON A.H. and NEWTON W.E. (1981) 

Cuirent Perspectives in Nitrogen Fixation 

Australian Academy of Sciences. P.O. Box 783. Canberra City, ACT 
2601, Australia; Elsevier/North-Holland, Biomedical Press, Amsterdam, 
Holanda; 

New York, USA 
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HARDY R.W.F. et al. (1977) 

A Treatrise on Dlnitrogen Fixation 

• Sections I & II: Inorganic and Physical Chemistry and Biochemistry. 
R.W.F. Hardy, F. Bottomley and R.C. Bums eds. 

- Sectíon ni: Biology. R.W.F. Hardy and W.S. Silver eds. 

- Sectíon IV: Agronomy and Ecology. R.W.F. Hardy and A.H. Gibson 
eds. John Wiley and Sons, New York, USA. 

HODGSON A.L.M. and STACEY G. (1986) 

Potential for Rhizobium improvement 
C.R.C. Critícal Reviews in ffiotechnology. 4: 1-74 

LAPEYRONIE A. (1982) 

Les légumineuses foumgircs. 

En "Les Productíons Fourraghres Méditenantennes", pp. 295-382. 

G.P. Maisonneuve et Larose eds., 15 me Víctor Cousin, París, Franoe. 

PÜHLER A. (1983) 

Molecular Genetks of the Bacteria Plant Interaction. 

Spring Vertag, Tiergartenstiasse 17, D-6900 Heidelberg, RFA. 

SKERMAN PJ. (1982) 

Tropical Forage Legumes. 

F.A.O. Plant Productíon and Protectíon Seríes N“ 2. Rotne, Italy. 

SKINNER F.A., HAMATOVA E. AND McGOWAN V.F. (1983) 
World Catalogue of Rhizabium collections (second edítion) - 
V.B.D. Skerman ed. - UNESCO/UNEP/FAO, París, France. 

STEWART W.D.P. and GALLON J.R. (1980) 

Nitrogen Fixation 

Academíc Press, New York, USA. 

VINCENT J.M. (1970) 

A Manual for the Practical Study of Root-Nodule Bacteria 
I.B.P. Handbook n° 15. BlackweII Scientífic Publicatíons, Oxford, U.K. 

VINCENT J.M. (1982) 

Nitrogen Fixation in Legumes. 

Academíc Press, London, U.K. 
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Jacqucs 

BALANDREAU 


Pleire 

BEUNARO 


M. 

CABELGUENNE 


Gilíes 

CARAUX 


Jean Claude 
CLEYET-MAREL 


Gciie?iéve 

CONEJERO 


Jean 

DENARIE 


LEMIR 

CNRS- Centre de Pédologie Biologique 

17 nie Notre Dame <tes Pauvres 

B.P. 5 54501 VANDOEUVRE LES NANCY CEDEX 

Teléfono: 83 51 08 60 Telex: 960 431 FT 

Laboratoire de Biologie des Sois 

IRAT - GIRAD 

Avenue du Val de montferrand 

B.P. 5035 34032 MONTPELUER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 67 61 58 00 Telex; 480762 F 


Station d'Agronomie 

Institut National de la Recherche Agronomique 
B.P. 27 31326 CASTANET TOLOSAN (FRANGE) 
Teléfono: 61 73 81 75 

UnHé de Biométrie 

Ecole Nationale Supéríeure d’Agronomie 
9 place Viala 

34060 MONTPELUER CEDEX (FRANGE) 
Teléfono: 61 61 22 81 


Laboratoire de Recherebe sur les Symbiotes des 
Rocines 

Institut National de la Recherche Agronomique 
9 place Viala 

34060 MONTPELLIER CEDEX (FRANGE) 
Teléfono; 67 61 23 04 

Laboratoire de Biochimie et Physiologie Végélales 
Institut National de la Recherche Agronomique 
9 place Viala 

34060 MONTPELLIER CEDEX (FRANGE) 
Teléfono: 67 61 24 95 


Laboratoire de Biologie Moléculaire des 
Relations Plantes Micro-organisroes 
Institut National de la Recherche Agronomique 
B.P. 27 31326 CASTANET TOLOSAN (FRANGE) 
Teléfono: 61 73 81 75 
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Anne Marie 
DOMENACH 


Jean Jacques 
DREVON 


Fierre 

GRIGNAC 


Armand 

GUCKERT 


Thierry 

HUGUET 


J.R. 

MARTY 


Andrt 

MOIROUD 


Denis 

MONTANGE 


Ecologie Microbienne URA 71 
Laboratoire de Biologie des Sois 
Université Claude Bemard LYON I 
43 boulevaid du 11 novembre 1918(FRANCE) 

69622 VILLEURBANNE CEDEX 2 (FRANGE) 

Teléfono: 78 89 81 24 

Laboratoire de Recberche sur les Symbiotes des Racines 
Instituí National de la Recherche Agronomique 
9 place Viala 

34060 MONTPELUER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 67 61 23 04 

Laboratoire de Phytotechnie 

Ecole Nationale Supérieure d'Agronomie 

9 place Viala 

34060 MONTPELLIER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 67 61 23 70 

Département des Sciences Végétales ENSAIA 
2 avenue de la Forét de Haye 
54500 VANDOEUVRE LES NANCY (FRANGE) 
Teléfono: 83 57 48 36 

Laboratoire de Biologie Moléculaire des 
Relations Plantes Micro-organismes 
CNRS - INRA 

B.P. 27 31326 CASTANET TOLOSAN (FRANGE) 
Teléfono: 61 73 81 75 

Station d’Agronomie 

Instituí National de la Recherche Agronomique 
B.P. 27 31326 CASTANET TOLOSAN (FRANGE) 
Teléfono: 61 73 81 75 

Ecologie Microbienne URA 71 - Laboratoire de 
Mkrobiologie et Ecophysiologie Microbienne 
Université Claude Bemard LYON I 
43 boulevard du 11 novembre 1918 
69622 VILLEURBANNE CEDEX 2 (FRANGE) 

Teléfono: 78 89 81 24 

Organisation des Nations Unies pour l’Alimentation 
et l’Agrkulture (FAO) 

AGLF, Via delle Terme di Caracalla 
00100 ROME (ITALY) 

Teléfono: (6) 57 971 Telcx: 61 01 81 FAO I 
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Marc 

NEYRA 


Mkhel 

OBATON 


Daniel 

FIERRE 


Paul 

ROBIN 


Hervé 

SAINT MACARY 


Jean Alexandre 
SCAGUA 


Pascal 

SIMONET 


Chrislian 

STEINBERG 


Laboratoire de Microbiologie des Sois 
ORSTOM Bel Air B.P. 1386 DAKAR (SENEGAL) 
Teléfono: 21 18 46 Telex: 468 SG 

Laboratoire de Rechercbe sur les Symbiotes des Hacines 
Instituí National de la Recherche Agronomique 
9 place Viala 

34060 MONTPELLIER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 67 61 23 04 

Département Aróte et Environnement 
IFDC - A 

BP 4483 LOME (TOGO) 

Teléfono: 21 79 71 

Laboratoire de Biochimie et Physiologie Végétales 
Instituí National de la Recherche Agronomique 
34060 MONTPELUER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 67 61 24 95 

IRAT - GIRAD 

Avenue du Val de Montferrand 

B.P. 5035 34032 MONTPELLIER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 67 61 58 00 Telex: 480762 F 

Organisation des Nations Unks pour l’Alimentation 
et PAgriculture (FAO) 

Programme Engrais Rwandais 
c/o FAO 
P.B. 1502 

KIGALI (RWANDA) 

Teléfono: 30 128 Telex: 22 671 FAO RW 

Ecologie Microbienne URA 71 
Laboratoire de Biologie des Sois 
Université Claude Bemard LYON I 
43 boulevard du II novembre 1918 
69622 VILLEURBANNE CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 78 89 81 24 

Ecologie Microbienne URA 71 
Laboratoire de Biologie des Sois 
Université Claude Bemard LYON I 
43 boulevard du 11 novembre 1918 
69622 VILLEURBANNE CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 78 89 81 24 
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Serse 

VERMAU 


Jacques 

WERY 


IRAT - GIRAD 

Avenue du Val de Montferrand 

B.P. 5035 34032 MONTPELLIER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono; 67 61 58 00 Telex: 480762 F 

Laboniloíre de Phytotechnie 

Ecole Nationale Supérieure d'Agronomie 

9 place Víala 

34060 MONTPELLIER CEDEX (FRANGE) 

Teléfono: 67 61 25 52 
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